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Les stilbènes sont des composés phénoliques qui ont été caractérisés chez différentes

espèces végétales et dont le représentant le plus connu est le trans-resvératrol (trans-3-5-4’

trihydroxystilbène). Comme de nombreux métabolites secondaires, le resvératrol participe aux

mécanismes de défense de la plante et a été décrit comme jouant un rôle de phytoalexine chez

la vigne. Sa présence dans le vin a été associée au French paradox et a conduit à mettre en

avant ses nombreuses activités biologiques potentiellement intéressantes pour la santé

humaine. L’ensemble de ces éléments fait du resvératrol une molécule d’intérêt mais les

mécanismes liés à sa biosynthèse en particulier au niveau cellulaire restent à approfondir. Ces

mécanismes sont complexes et le recours à un modèle d’étude simplifié, comme des

suspensions cellulaires, autorise un accès facilité aux études à l’échelle cellulaire. Au cours de

ce travail, nous avons tenté d’apporter des précisions sur la capacité que peuvent offrir les

suspensions cellulaires de vigne comme moyens d’étude du resvératrol.

Dans ce contexte, nous avons utilisé une suspension cellulaire de Vitis 41B établie à

partir de cals. Dans un premier temps, les caractéristiques de cette suspension ont été

déterminées, tant au niveau de sa croissance que de sa capacité à produire du resvératrol. Afin

d’étudier les paramètres conduisant à cette synthèse, différents inducteurs de la production du

resvératrol ont été testés. Le méthyl-jasmonate à la concentration de 0,2 mM s’est avéré le

plus efficace. Le resvératrol produit est retrouvé majoritairement dans le milieu

extracellulaire. Le scale-up en bioréacteur de 2 L a été réalisé et a conduit à la purification et à

l’identification de viniférines en plus du resvératrol. Dans ces conditions, une concentration

de resvératrol de 200 mg/L a été obtenue. Les résultats montrent également que la formation

des viniférines semble directement liée à la métabolisation du resvératrol présent dans le

milieu de culture.

La seconde partie du travail a consisté à caractériser la synthèse précoce du resvératrol à

l’échelle cellulaire. La suspension 41B présente la caractéristique intéressante de ne pas

synthétiser de resvératrol en absence d’éliciteur. L’utilisation de la vidéomicroscopie et de la

microscopie confocale a permis de montrer que la synthèse du resvératrol était cytosolique et

que son excrétion est localisée, confirmant l’existence d’une excrétion sous forme

d’exocytose ou par l’implication de transporteurs actifs.

Ces travaux montrent clairement que les suspensions cellulaires de vigne représentent

un système biotechnologique pertinent pour l’étude fondamentale de la biosynthèse du

resvératrol et sa bioproduction.
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Stilbenes are phenolic compounds produced by different plant species. The most well

known stilbene is the trans-resveratrol (trans-3-5-4’ trihydroxystilbene). As some others

secondary metabolites, resveratrol is a part of the plant defense mechanisms and acts as a

phytoalexine on grapevine. Its discovery inside red wine linked it to the “French paradox” and

led to enlighten its biological activities on human health. So the resveratrol became an

interesting and hopeful molecule in medicine and also for understanding grapevine defenses

but the biosynthetic mechanisms of this compound stayed unclear. Along this work, we tried

to investigate the grapevine cell suspensions abilities to bring information on resveratrol

biosynthesis.

In this context, we used a Vitis 41B cell suspensions obtained from calli. In a first time,

the cell growth kinetic was determined and we evaluated its ability to produced resveratrol. In

order to study parameters which led to the resveratrol synthesis, we have tested various

inducers and a concentration of 0,2 mM methyljasmonate showed the best induction. The

resveratrol was mainly accumulated inside the culture medium. A scale-up in a 2-L bioreactor

was conducted and led to the purification and identification of viniferins and allowed to

obtain a 200 mg/L resveratrol accumulation. These results seem indicate that the viniferin

production is linked to the metabolisation of the resveratrol inside the culture medium.

The second part of this work focussed on the early synthesis of the resveratrol at the

cellular scale. In fact, the 41B suspension has the characteristic to not produce resveratrol

when no inducer was added. We have used videomicroscopy and confocal microscopy in

order to show that the resveratrol synthesis takes place inside the cytosol and that its excretion

is localized. These results suggest that resveratrol excretion could be associated with

exocytosis mechanisms or the involvement of ABC transporters.

Our study clearly showed that the grapevine cell suspension represents a pertinent and

powerful system to study the resveratrol biosynthesis and its bioproduction.
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Etudier les métabolites secondaires végétaux permet de mieux comprendre leurs

fonctions et leur importance pour la plante, notamment lorsqu’ils sont impliqués dans les

mécanismes de défense des plantes. De plus, ces molécules présentent, pour nombre d’entre

elles, des activités biologiques justifiant leur utilisation en médecine traditionnelle et dans la

pharmacopée comme médicaments.

Le resvératrol, molécule de la famille des stilbènes, est une bonne illustration de

l’engouement pour ces métabolites issus des plantes. Molécule emblématique de la vigne

connue pour ses propriétés antifongiques, ses effets biologiques ont largement dépassé la

frontière du règne Végétal. De fait, ses propriétés sur de nombreuses maladies humaines sont

aujourd’hui largement documentées et feront l’objet d’une présentation dans le manuscrit.

Toutefois, l’utilisation du resvératrol comme médicament, ou bien comme actif en cosmétique

et en tant que compléments alimentaires, pourrait être limitée par son approvisionnement,

notamment par les méthodes conduisant à sa purification à partir d’organes végétaux. Au

cours de l’introduction de cette thèse de doctorat, les différentes sources conduisant à la

production du resvératrol seront discutées. Plus particulièrement, la bioproduction qui

représente un atout pour obtenir des métabolites présents en faible quantité chez les plantes,

fera l’objet d’une description plus détaillée. Cependant, le niveau de production constitutif par

l’utilisation de suspensions cellulaires végétales est souvent faible. Il est alors possible

d’augmenter leur synthèse par diverses techniques et notamment en mimant l’action d’un

pathogène par l’utilisation d’éliciteurs. Ces méthodes nécessitent une compréhension des

mécanismes de défense dans leur globalité, afin de pouvoir interpréter les résultats. Une partie

de l’introduction a donc été dédiée à ces mécanismes. L’ensemble de ces éléments

permettront de justifier le choix de l’étude de la bioproduction des stilbènes par suspension

cellulaire de vigne développé au cours de ce travail.



Figure 1 : diversité des métabolites secondaires et leurs principaux précurseurs
issus du métabolisme primaire. Leurs rôles concernent tous les aspects des intéractions
chimiques des plantes avec l’environnement, notamment la défense contre les
champignons, d’après Hartmann (1996).
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I. Les métabolites secondaires des plantes

i. Présentation générale

Par opposition au métabolisme primaire qui régit les mécanismes de développement et

de survie d’une cellule ou d’un organisme végétal, telles que la respiration, la reproduction ou

la synthèse de protéines, le métabolisme secondaire est impliqué dans l’adaptation de la plante

à ce qui l’entoure. Les métabolites secondaires sont des molécules de faible poids moléculaire

qui représentent une interface entre la plante et son environnement (Kliebenstein, 2004). Ces

molécules de familles et de structures chimiques variées possèdent des propriétés diversifiées.

En effet, le métabolisme secondaire favorise, par exemple, la reproduction en rendant la

plante plus attractive pour des pollinisateurs par la synthèse de pigments ou d’arômes. Il peut

également interagir dans le maintien de la plante dans son milieu par une adaptation

permettant, notamment, de résister au froid, à la salinité ou à d’autres stress abiotiques, en

jouant sur le profil des métabolites présents dans l’organisme (Shualev et al., 2008). Le

métabolisme secondaire joue également un rôle dans la protection de la plante, en ajoutant

aux défenses passives, telles que les épines ou la cuticule, une défense chimique permettant

d’éloigner les animaux herbivores ou de lutter contre les microorganismes pathogènes. Les

métabolites secondaires sont synthétisés à différents moments de la vie des plantes et sont

constitutifs ou induits par un stress (van Etten et al., 1994). Une baisse de l’hygrométrie, par

exemple, met la plante dans une situation de sécheresse qui induit un changement de profil

des métabolites secondaires (Shualev et al., 2008).

ii. La synthèse des métabolites secondaires

La synthèse de ces métabolites utilise une grande variété de précurseurs. Ceux-ci

peuvent être des acides aminés entrant dans la synthèse des phénylpropanoïdes ou des

alcaloïdes, des acides organiques issus du cycle de Krebs pour la synthèse des terpènes, par

exemple ou encore des glucides qui permettent l’obtention des dérivés glycosylés. Les voies

de biosynthèse qui aboutissent à ces composés sont complexes et nécessitent l’intervention

d’un grand nombre d’enzymes. Cette complexité permet d’aboutir à la très grande diversité
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structurale et fonctionnelle des métabolites secondaires. De plus, la variabilité favorise

l’obtention de composés ubiquistes dans le règne Végétal ou, à l’inverse, d’autres spécifiques

à une famille ou à une espèce donnée (De Luca et St Pierre, 2000).

iii. L’activité biologique des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un rôle dans l’interaction des plantes avec leur

environnement et par conséquent avec les autres organismes vivants. L’intégration de la

plante dans son écosystème se fera grâce à l’activité biologique de ces métabolites intervenant

dans les relations trophiques, comme la protection contre les herbivores ou la reproduction,

avec l’attraction des pollinisateurs. Les anthocyanes, par exemple, appartenant à la famille des

flavonoïdes, sont des composés aromatiques colorant les pétales et sont aussi impliquées dans

la régulation des phénomènes redox (Forkmann et Martens, 2001). Toutefois les activités des

flavonoïdes dans la défense des plantes se traduisent également par une inhibition, une

répulsion ou un effet toxique vis-à-vis d’organismes agresseurs, comme les insectes et les

microorganismes (Forkmann et Martens, 2001). Chez les Fabacées, les flavonoïdes

interagissent avec les bactéries du genre Rhizobium dans l’instauration de la symbiose

aboutissant à la formation des nodosités. En effet certains flavonoïdes comme le kaempferol

ou le 7,4’-dihydroxyflavone, sont impliqués dans l’attraction des bactéries et provoquent la

sécrétion par celles-ci du facteur Nod qui modifie la structure de la racine pour aboutir à la

formation du nodule où s’installe la bactérie (Buer et al., 2010).

Les alcaloïdes indoliques de la Pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus)

protègent la plante contre les animaux herbivores (Miranda-Ham et al., 2007) par une

inhibition de la formation du fuseau mitotique des cellules des animaux prédateurs. Cette

propriété a été appliquée à la lutte contre le cancer (Lebret et Méjean, 2008). L’Homme a

ainsi tiré profit des propriétés de ces molécules, de manière empirique dans les médecines

traditionnelles puis de manière scientifique dans le cadre de la pharmacopée et de la médecine

moderne (Verpoorte, 1998). Les exemples de l’atropine, issue de la belladone (Atropa

belladona), pouvant être utilisé en prévention et en traitement des infarctus du myocarde, de

la codéine, issue du pavot (Papaver somniferum), pour son rôle analgésique et antitussif ou

encore de la scopolamine, issue de certaines Solanacées, pour son effet anticholinergique

(Fabricant et Farnsworth, 2001) en sont quelques illustrations.





9

iv. Différentes approches pour produire les métabolites secondaires

Ces molécules sont très utilisées dans différents domaines économiques comme

l’agroalimentaire (colorants, arômes), le textile (pigments), la cosmétique (bases de

parfumerie, antioxydants), les compléments alimentaires et représentent une source

importante de principes actifs pour les médicaments pharmaceutiques. Le problème est

d’obtenir ces molécules en quantité suffisante pour répondre à la demande sachant que les

besoins en quantité peuvent être très variables selon l’utilisation. Dans le cas de

l’artémisinine, issue de l’armoise, qui est actuellement utilisée dans le traitement de la malaria

(Davis et al., 2005), l’obtention de la molécule en grande quantité par culture en champ est

possible. En effet, cette plante annuelle présente une croissance rapide et une résistance aux

maladies qui rendent sa culture rentable et efficace (Pilloy, 2006). En revanche, pour d’autres

molécules, comme le paclitaxel, la production n’est pas aussi aisée. Cette molécule

anticancéreuse est synthétisée et accumulée au niveau de l’écorce de l’if (Taxus brevifolia).

L’if est un arbre à croissance lente et sa teneur faible en paclitaxel rend l’extraction

compliquée : obtenir par cette voie le métabolite nécessite un grand nombre d’arbres

(Chevassus-au-Louis, 2000). Dans ces conditions, une première méthode consiste à réaliser

une hémi-synthèse de la molécule à partir des composés présents dans les feuilles (en forme

d’aiguille) de la plante tandis qu’une seconde méthode utilise des suspensions cellulaires d’if

cultivées en grand volume (75000 Litres) (http://www.phytonbiotech.com/about_history.htm).

Cette technique de culture in vitro a montré sa faisabilité mais n’est pas réalisable dans tous

les cas. L’étude de la biosynthèse des vinca-alcaloïdes de la Pervenche de Madagascar par

culture cellulaire a montré l’incapacité des cellules à la produire la vinblastine et la vincristine

En effet, ces molécules sont des dimères composés de deux monomères alcaloïdiques

différents, la catharanthine et la vindoline. Les suspensions sont capables de synthétiser la

catharanthine mais pas la vindoline. La description récente de la voie de synthèse de la

vindoline chez la plante entière a montré qu’elle était liée à une régulation cellule-, tissu- et

organe-dépendant. Ainsi chaque étape est réalisée dans des cellules spécialisées localisées à

des endroits différents de la feuille (St-Pierre et al., 1999; Murata et al., 2008). Cette

spécialisation ne peut donc pas être reproduite avec des cultures dont les cellules sont

dédifférenciées.
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II. Mécanismes de défense des plantes

Au cours de l’évolution, des adaptations morphologiques ont permis aux plantes de

coloniser de nombreux environnements (Collin, 2001). La morphologie de la plante permet de

limiter l’accès de celle-ci aux pathogènes. En effet, la co-évolution, qui existe entre les plantes

et ses agresseurs, a permis la sélection de caractères visant à un équilibre entre la prolifération

des pathogènes et la survie de la plante (Rausher, 2001 ; Futuyma et Agrawal, 2009).

Toutefois, dans le cas où les barrières physiques ou les défenses constitutives ne sont pas

suffisantes, les sélections ont permis aux plantes d’obtenir des réponses actives induites de

manière graduelle.

i. Mécanismes de défenses passifs

1. Les barrières physiques

L’épiderme est le tissu le plus externe retrouvé au niveau des organes aériens et

représente non seulement le premier tissu mais aussi la première ligne de défense. Diverses

adaptations de celui-ci permettent de limiter ou au moins de ralentir la pénétration des

pathogènes. La présence d’une cuticule sur les feuilles peut, par exemple, freiner l’attaque de

Botrytis cinerea chez Arabidopsis thaliana (Bessire et al., 2007). L’épiderme peut aussi

présenter la formation de trichomes simple ou glandulaires. Les trichomes glandulaires

accumulent des métabolites de défense, qu’ils libèrent lors d’un contact avec un insecte, par

exemple, permettant ainsi une protection de la plante (Wagner, 1991). Les trichomes simples

jouent eux aussi un rôle important dans la défense. En effet, ils permettent de limiter le

nombre de spores de champignon qui entrent en contact avec la surface de la feuille, inhibant

ainsi la croissance du tube germinatif. Une corrélation entre la densité de trichomes et la

protection de la plante a pu être mise en évidence (Stenglein et al., 2005).

Les cellules de l’épiderme comme celles de toutes les cellules végétales possèdent une

paroi. Cette structure est constituée d’un assemblage moléculaire complexe qui donne la

forme à la cellule et la protège. La constitution de la paroi est différente en fonction de la

plante, de l’âge et de l’organe mais d’une manière générale, elle est constituée d’une
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matrice de cellulose sur laquelle se greffent de l’hémicellulose, des pectines et des

glycoprotéines riches en hydroxyproline.

La paroi est aussi un lieu de circulation de liquide et de nutriments. Elle favorise la

filtration des éléments qui arrivent au niveau de la membrane plasmique et constitue la

première barrière cellulaire aux pathogènes (Showalter, 1993). La paroi freine le

développement des agresseurs, qui doivent avoir recours à des enzymes capables de la

dégrader ou des structures pouvant la percer, pour se nourrir du contenu intra-cellulaire. En

plus de ces différentes propriétés, certains composés de la paroi, comme la cellulose ou la

silice, sont décrits comme étant peu digestes pour les herbivores qui se nourrissent de la

plante (Massey et al., 2007).

2. Les défenses chimiques

Les plantes produisent des composés allélochimiques ou phytoanticipines (métabolites

secondaires) qui leur permettent de lutter contre les attaques d’agresseurs. Ces composés sont

définis comme des molécules de faible poids moléculaire possèdant une activité

antimicrobienne et qui sont retrouvés de manière constitutive au niveau de la plante (van

Etten et al., 1994). Ces composés de nature variée sont accumulés dans les parois ou au

niveau de structures spécialisées, telles que le latex ou les trichomes glandulaires (Wittstock

and Gershenzon, 2002).

Ces molécules agissent de différentes façons, mais celles-ci ne sont actives que si elles

entrent en contact avec l’agresseur. Différentes adaptations ont permis aux plantes de se

préserver de l’effet toxique de ces métabolites. La mise en place de cellules spécialisées dans

le stockage de ces composés a été un avantage sélectif et est donc couramment observé chez

les plantes, tout comme la glycolysation qui permet de réduire la toxicité de ces molécules en

les piégeant au sein de la vacuole. En effet, les formes glycosylées sont souvent plus stables et

moins actives que les formes aglycones (Jones et Vogt, 2001). Les glycosinolates illustrent

cette propriété. Ils sont synthétisés chez les plantes de l’ordre des Capparales où ils sont

présents dans de nombreux tissus pour lutter contre les insectes. L’enzyme, une

thioglucosidase, permettant l’activation de ces composés par déglycosylation est conservée

dans le cytoplasme des cellules spécialisées alors que le subtrat est accumulé dans les

vacuoles. Lorsque les tissus sont endommagés, les enzymes entrent alors en contact avec leurs

substrats pour les transformer en molécules toxiques (Wittstock and Gershenzon, 2002).
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Les phytoanticipines ont des actions à différents niveaux chez les pathogènes ou les

herbivores. Ces molécules permettent de limiter ou de stopper une attaque. La morphine,

produite par le pavot, agit sur le système nerveux central des animaux en se fixant sur les

récepteurs opioïdes, mais une autre application a récemment été décrite. Après une blessure,

la morphine est rapidement dimérisée en bismorphine, qui s’accumule dans la paroi en se liant

à la pectine. Son action limite l’hydrolyse de la paroi par des pectinases (Morimoto et al.,

2001). D’autres métabolites comme les saponines agissent en déstabilisant les membranes

plasmiques fongiques (Osbourn, 1996).

ii. Mécanismes de défenses actifs

La mise en place de la protection de la plante s’articule autour de trois étapes clés

indissociables : la reconnaissance, la signalisation et la défense. Si l’une d’elle est défaillante

la plante sera sensible à l’attaque. Chacune de ces étapes est plus ou moins spécifique au type

de pathogène.

1. La reconnaissance du pathogène

L’immunité non-spécifique ou immunité innée primaire se met en place lors de la

reconnaissance d’un large panel d’agresseurs. Ce phénomène est le plus courant dans

l’interaction entre les plantes et les pathogènes. Il est matérialisé lors de la reconnaissance par

la plante d’un MAMP (Microbe-Associated Molecular Pattern) ou un MIMP (Microbe-

Induced Molecular Pattern) appelés aussi éliciteurs généraux. Les MAMPs ont la particularité

d’être commun à un large panel d’agents pathogènes comme par exemple la flagelline,

protéine constituant le flagelle des bactéries flagellées, les oligosaccharides issu de la

dégradation des parois ou la chitine, constituant majeur de la paroi des champignons. Les

MIMPs sont des modifications de la plante effectuées par un pathogène, comme par exemple

des fragments issus de la dégradation de la paroi végétale (Jones et Takemoto, 2004). Les

MAMPs représentent la reconnaissance du non-soi et les MIMPs, la reconnaissance du soi

modifié.

Les éliciteurs généraux sont reconnus par des récepteurs transmembranaires appelés

PRRs (Pattern Recognition Receptors), la perception de l’agresseur a donc lieu à l’extérieur

de la cellule (Kauffmann et al., 2009) (Figure 2 A). La liaison d’un éliciteur à son récepteur



Figure 2 : Modèle d’évolution de l’immunité chez les végétaux (d’après Boller et
He, 2009)

A : L’immunité innée est enclenchée par la détection de MAMPs.
B : L’agent pathogène contourne l’immunité innée primaire par des effecteurs

inhibant les voies de signalisation ou la production des molécules de défense de la plante
hôte.

C : L’immunité innée secondaire se met en place lorsque la plante hôte reconnaît
les effecteurs ou l’activité de ces effecteurs.

D : L’agent pathogène contourne l’immunité innée secondaire en produisant de
nouveaux effecteurs échappant à la reconnaissance ou inhibant l’activité des récepteurs
existants.
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induit une cascade de signalisation, qui aboutit à la mise en place des réponses de défense

(Thordal-Christensen, 2003).

Les pathogènes ont acquis la capacité lors d’un mécanisme coévolutif et par

l’utilisation d’effecteurs de bloquer la signalisation, l’activation des gènes de défense ou ses

effets (Figure 2 B). Dans ce cas, la plante devient sensible aux pathogènes. La coévolution

conduit à nouveau à l’acquisition par la plante d’un récepteur spécifique capable de

reconnaître l’effecteur du pathogène, reconnaissance gène-pour-gène (Flor, 1942). Ce qui a

abouti à la mise en place de d’une immunité spécifique ou immunité innée secondaire (Figure

2 C). Les pathogènes peuvent s’adapter en présentant un nouvel effecteur capable de

contourner la reconnaissance innée secondaire (Figure 2 D). La plante s’adaptera en

développant un nouveau récepteur (Jones and Dangl, 2006).

2. La signalisation

La signalisation s’effectue sur différents niveaux depuis l’échelle cellulaire jusqu’à la

plante entière et même à la population végétale. La reconnaissance du pathogène est suivie de

manière très rapide par la signalisation dite précoce. Celle-ci se manifeste à l’échelle

cellulaire entre autre par un influx d’ions Ca2+, la formation de formes activées de l’oxygène,

ainsi que l’activation de la cascade des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase)

(Kauffmann et al., 2009).

Ces différents évènements entrainent une modification de l’expression de gènes qui

aboutissent à la mise en place de la défense. Tous ces facteurs varient dans le temps et dans

leur intensité en fonction du pathogène ou de l’éliciteur reconnu (Garcia-Brugger et al.,

2006). L’expression des gènes conduit notamment à la synthèse de l’acide salicylique (SA),

de l’acide jasmonique (JA) et de l’éthylène. Ces phytohormones sont les messagers

secondaires intervenant dans la communication intercellulaire et la signalisation systémique.

La signalisation par le SA conduit à une défense contre les microorganismes biotrophes.

Le JA, son dérivé méthylé : le méthyljasmonate (MeJA) et l’éthylène sont impliqués en

particulier, dans la défense contre les nécrotrophes, les insectes herbivores et la réponse aux

blessures (Pieterse et al., 2009). La défense mise en place sera moins spécifique de l’agresseur

que celle signalée par le SA, mais s’accompagne d’une sécrétion de molécules volatiles ayant

un rôle direct ou indirect sur les insectes (Howe et Jander, 2008). Les voies de signalisation

du SA, du JA et de l’éthylène peuvent être agoniste ou antagoniste selon les cas (Figure 3).



Figure 3 : Schéma représentant les interactions possibles entre les voies de
signalisation au SA, au JA et à l’éthylène. (d’après Pieterse et al., 2009)

Figure 4 : Schéma représentant les différents signaux décrit comme pouvant
participer à la mise en place de la SAR (d’après Vlot et al., 2008).
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La signalisation au SA a été caractérisée comme aboutissant au phénomène de réponse

systémique acquise (SAR). En effet, des mutants d’Arabidopsis thaliana et du tabac

incapables de synthétiser le SA ne présente pas de SAR (Durrant et Dong, 2004). Le SA est

synthétisé en grande quantité au niveau de la zone de reconnaissance où il joue un rôle dans la

mise en place des réponses locales, mais il est impliqué aussi dans la communication

intercellulaire. Le rôle de messager à longue distance est préférentiellement attribué à son

dérivé possédant un groupement méthyle, le salicylate de méthyle (MeSA). Le MeSA est une

molécule volatile facilement transportable au sein de la plante. Il pourrait même être à

l’origine d’une communication inter-plantes, utilisé pour propager l’information de l’attaque

de pathogènes aux plantes voisines non infectées (Heil et Ton, 2008). Le MeSA est donc

véhiculé au travers de la plante jusqu’aux organes cibles. Ensuite par l’action d’une estérase,

le MeSA est scindé et le SA est libéré (Figure 4). Accumulé en faible quantité au niveau de

chaque organe de la plante, le SA active l’expression de nombreux gènes et entraine une mise

en veille de la défense. Ce phénomène peut conférer à la plante une défense efficace dans le

cas d’une nouvelle attaque de pathogènes biotrophes (Pieterse et al., 2009).

3. Les réponses de défense

a. Les acteurs de la défense

 Les modifications morphologiques

Une des premières réactions de défense observée est la modification morphologique au

niveau cellulaire. La cellule végétale modifie les propriétés de sa paroi avec pour conséquence

le ralentissement de la pénétration du pathogène ou la diminution de la digestibilité de la

plante pour un herbivore. Cette modification se traduit par une accumulation de différents

composés tels que la callose ou la lignine. Une papille peut alors être formée entre la

membrane et la paroi par l’accumulation de ces molécules au point d’insertion d’un hyphe ou

d’un appressorium (Lepoivre, 2003). De plus des protéines riches en glycine (GRP : Glycine

Rich Protein), proline (PRP : Proline Rich Protein), hydroxyproline (HPRP : HydroxyProlin

Rich Protein), qui constituent la paroi, sont oxydées sous l’effet de peroxydases et de

peroxyde d’hydrogène (H2O2) présent suite à la reconnaissance de l’agresseur. Ces molécules



Tableau 1 : Les différentes familles de protéines PR, leurs espèces d’origines,
activités et principaux gènes (d’après van Loon et al., 2006).
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deviennent alors insolubles et participent au renforcement des parois (Lepoivre, 2003).

 La réponse hypersensible

L’acide salicylique, fortement concentré après sa synthèse au niveau du site d’invasion

des pathogènes, ainsi que le rapport de la quantité de NO en fonction de la quantité de H2O2

sont impliqués dans la régulation de la mise en place d’un phénomène de mort cellulaire

programmée (Lam, 2004). Ce phénomène est appelé réponse hypersensible (HR) et est

caractérisé par la mort cellulaire programmée des cellules entrée en contact avec le pathogène

et formant une zone de nécrose. Cette stratégie est particulièrement efficace dans le cas de

pathogènes biotrophes et des virus (Glazebrook, 2005). Toutefois la HR est inutile dans le cas

de nécrotrophes.

 Les protéines « Pathogenesis-Related »

Les protéines Pathogenesis-Related (PR) sont synthétisées par la plante dans le cadre

de la réponse aux stress. Ces protéines, classées en 17 familles (Tableau 1), sont ubiquistes

dans le règne Végétal, mais chaque espèce ne présente pas toutes ces familles.

Les protéines PR constituent un ensemble de molécules pouvant avoir une action

directe ou indirecte sur les pathogènes. Les plus étudiées d’entre elles sont les chitinases et les

glucanases. Ces deux groupes montrent des actions directes contre les parois des pathogènes

microbiens. Les chitinases sont des enzymes capables de dégrader la chitine, qui est le

constituant majoritaire de la paroi des champignons (van Loon et al., 2006).

Par des approches de transgénèse, une synergie entre les différentes protéines PR a été

mise en évidence. En effet, la surexpression de deux ou plusieurs d’entre elles conduit à un

niveau de protection supérieur à l’effet cumulé de la surexpression de chaque protéine PR

individuellement (Jongedijk et al., 1995). Les protéines PR représentent donc des acteurs

incontournables de la défense des plantes.
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 Les phytoalexines

Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire,

synthétisées en réponse à un stress et présentant une activité antimicrobienne (van Etten et al.,

1994). Elles se distinguent des phytoanticipines par le caractère inductible de leur synthèse.

Cette terminologie peut se complexifier lorsqu’une molécule est constitutive dans un organe

donné et inductible dans un autre organe de la même plante. C’est le cas, par exemple, de la

momilactone A qui est constitutive dans les tiges du riz mais induite dans les feuilles (Grayer

et Kokubun, 2001). La sakuranetine (un flavonoïde) est synthétisée de manière constitutive

dans les feuilles de cassis et se trouve définie comme une phytoanticipine chez cette plante.

En revanche, chez le riz où elle est induite par un stress, elle sera décrite comme phytoalexine.

Les phytoalexines ont été découvertes en 1911 par un chercheur français, Noël

Bernard. Il travaillait sur les orchidées et avait découvert que deux espèces devenaient

résistantes à une attaque fongique, après avoir subi une attaque par Rhizoctonia repens.

Lorsqu’il plaçait les tubercules infestés sur de l’agar en présence de champignons, un

inhibiteur de la croissance fongique semblait avoir été excrété par la plante. Il ne put

cependant identifier ces molécules. En 1940, Müller et Börger observèrent un phénomène

identique avec des tubercules de pomme de terre et qualifièrent ces molécules de

phytoalexines, n’incluant que l’induction par des pathogènes fongiques dans la définition

(Müller et Börger, 1940). Avec l’approfondissement des connaissances dans ce domaine, Van

Etten publie en 1994 la définition actuelle des phytoalexines et définit dans le même temps le

concept des phytoanticipines (van Etten et al., 1994 ; Grayer et Kokubun, 2001).

Des composés très variés répondent à la définition du concept de phytoalexine. Ce

sont des métabolites secondaires variés comme des polyphénols de type flavonoïde ou

stilbènique, des alcaloïdes ou des terpènes. L’espèce végétale et le type de phytoalexines

synthétisées sont souvent décrits comme étant liés, mais une famille de plantes peut utiliser

comme phytoalexines plusieurs composés de différentes familles. Les phytoalexines sont

reconnues comme ayant des propriétés antimicrobiennes mais leur spectre d’action est plus

large (Harborne, 1999). Cela a pu être observée sur des plants de cacahuète en champ, où les

plants qui présentent une plus forte accumulation de phytoalexines montrent une meilleure

résistance et un développement moindre des maladies fongiques, virales et dues à des insectes

(Sobolev et al., 2007).



Figure 5 : Schéma illustrant la mise en place et la signalisation impliqué dans la
SAR et l’ISR. (d’après Pieterse et al., 2009)
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b. Organisation spatiale de la défense

Deux zones de défense hiérarchisées sont couramment décrites : celle qui entoure le

point de pénétration du pathogène et celle qui représente le reste de la plante.

 La réponse locale

Le premier niveau de défense se situe au point d’infection par le pathogène.

Autour de cette zone, la plante exprime la totalité de ses moyens de défense. Le but est de

réaliser un barrage à tous les types d’agresseurs, en rendant cette zone inaccessible et

inhospitalière (Klarzynski et Fritig, 2001). Les cellules ayant subi l’attaque peuvent présenter

un phénomène de HR qui a comme conséquence de limiter l’invasion des pathogènes

biotrophes. Avec ou sans présence de HR, la plante crée une zone de réponse locale acquise

(LAR), qui est caractérisée par l’expression des gènes de défense codant les protéines PR,

ainsi que les enzymes impliquées dans la voie métabolique des phytoalexines. De plus, les

cellules présentent un renforcement de leur paroi, grâce notamment à l’accumulation de

lignine ou de callose et la formation de papilles au niveau de la zone de pénétration (Mysore

et Ryu, 2004).

 La réponse systémique

En plus de la réponse locale, une réponse systémique existe. Lors de la première

attaque, la plante présente à l’échelle systémique une absence ou une faible induction des

défenses. Lors d’une nouvelle attaque, la plante pourra répondre de manière plus rapide et

plus intense. Ce phénomène est appelé potentialisation et correspond à un état de veille.

Celui-ci apparait suite à deux types d’évènements. Après une attaque par un pathogène, une

SAR se met en place au niveau de tous les organes de la plante. Un message circule depuis la

zone de pénétration de l’agresseur ou la zone en contact de l’éliciteur et permet l’activation de

l’état de veille (Ryals et al., 1996). Le second mécanisme appelé réponse systémique induite

(ISR) est initié lors de la reconnaissance d’un microorganisme non-pathogène, de type PGPR

(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) par exemple. D’une manière générale le messager

utilisé dans le cadre de la SAR est le SA et de l’ISR le JA et l’éthylène (Figure 5) (Pieterse et

al., 2009).



Figure 6 : Formule chimique des principaux stilbènes.
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III. Les stilbènes chez la vigne

i. Voie de biosynthèse

Les stilbènes ont une voie métabolique relativement simple qui est décrite dans

l’article 1 (Donnez et al., 2009). Le plus souvent, la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) est

décrite comme étant la première enzyme et l’enzyme clé de cette voie métabolique chez la

vigne. Ainsi la phénylalanine, issue de la voie des shikimates, représente le précurseur

majoritaire de cette réaction. La synthèse de novo et l’activation de cette enzyme est liées aux

stress et en particulier aux attaques de pathogènes (Jeandet et al., 2010). Toutefois la tyrosine

ammonia-lyase (TAL), enzyme moins étudiée, pourrait elle aussi avoir un rôle important dans

cette voie métabolique en permettant notamment de s’affranchir d’une étape. La dernière

enzyme de la voie, la stilbène synthase (STS) catalyse la réaction conduisant directement au

trans-resvératrol à partir d’un coumaroyl-CoA et de trois malonyl-CoA (Jeandet et al., 2010).

Le resvératrol représente le premier membre de la famille des stilbènes et l’unité de base

conduisant par dimérisation, glycolysation, méthylation, … aux autres stilbènes (Figure 6).

Même si d’autres monomères dérivés existent, comme le picéatannol, le resvératrol est la

forme majoritaire chez la vigne (Jeandet et al., 2010).

1. La stilbène synthase

La stilbène synthase est l’enzyme qui catalyse la condensation du coumaroyl-CoA et de trois

malonyl-CoA, issus de la voie des polymalonates pour conduire à la formation du resvératrol.

Il s’agit donc de l’enzyme clé de la voie de biosynthèse. La STS connaît une dualité avec la

chalcone synthase (CHS). Ces deux enzymes utilisent le même substrat et présentent une forte

homologie, entre 75 et 95% à l’échelle des amino-acides et au moins 70% au niveau de la

protéine chez Arachis hypogea (Chong et al., 2009 ; Jeandet et al., 2010). Les réactions que

chacune d’entre elles catalysent sont très proches, mais la cyclisation finale qu’elles induisent

aboutit à deux composés très différents. La CHS forme une chalcone qui est un composé en

C15 précurseur de la voie des flavonoïdes, la STS permet l’obtention du resvératrol.



Figure 7 : Représentation schématique d’une cellule végétale présentant la
localisation de la STS, défini par immunolocalisation. La STS est présente au niveau de
la paroi, du cytoplasme de manière libre ou dans des vésicules de différentes tailles, ainsi
que dans une moindre mesure au niveau de la vacuole et de l’enveloppe du noyau.
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La STS représente une enzyme importante chez la vigne par l’implication dans la défense des

composés qu’elle permet de synthétiser. Au niveau du génome de la vigne (Vitis vinifera cv.

Pinot noir), 43 gènes codant pour la STS ont été identifiés, dont une vingtaine avaient été déjà

décrits comme étant exprimés (Jaillon et al., 2007). Cette multiplication du nombre de copies,

identiques ou non, laisse penser que l’étude des mécanismes régulant la synthèse du

resvératrol est complexe. Il semble alors impossible d’envisager d’étudier les mécanismes de

l’induction de la synthèse de resvératrol en focalisant uniquement sur le comportement des

gènes codant pour la STS. Une vision plus globale intégrant le suivi de la molécule semble

alors nécessaire.

De nombreuses études se sont toutefois intéressées à l’évolution de l’expression des

gènes de la STS sous différentes conditions. Ainsi, l’accumulation des ARNm codant pour la

STS a lieu en deux vagues successives. Ce comportement en deux temps de l’expression des

gènes a pu être confirmé par une accumulation en deux vagues successives du resvératrol sur

feuille après une induction par les UV-C (Jeandet et al., 2010 ; Wang et al., 2010).

2. Localisation de la synthèse du resvératrol

Le dosage du resvératrol constitutif dans différents organes de plantules de vigne a

montré que celui-ci était retrouvé principalement dans le phloème de la tige, dans les

bourgeons axillaires et dans les racines (Wang et al., 2010). Afin de mieux déterminer les

lieux de cette synthèse, une localisation de la STS a été réalisée par immunolocalisation dans

ces différents organes et montre que cette enzyme est localisée dans les feuilles en majorité,

mais aussi dans le pétiole et dans la tige autour des vaisseaux conducteurs de phloème et de

xylème, ainsi qu’au niveau du mésocarpe et de l’exocarpe des baies (Fornara et al., 2008 ;

Wang et al., 2010). Le resvératrol serait produit dans les organes aériens et conduit par le

phloème à travers toute la plante et jusqu’aux racines (Wang et al., 2010). La STS serait

ubiquiste au niveau cellulaire chez la vigne (Figure 7) puisqu’elle a été trouvée dans la paroi

et dans des vésicules cytoplasmiques de différentes tailles au niveau de l’exocarpe des baies

(Fornara et al., 2008) et des feuilles où elles se retrouvent également au niveau de la vacuole,

du cytoplasme et même du noyau (Wang et al., 2010).
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ii. L’implication du resvératrol dans la défense de la vigne

En fonction des espèces et des cultivars (cépages), la résistance de la vigne aux pathogènes est

différente. En effet, certaines espèces montrent une résistance importante, c’est le cas

notamment des espèces sauvages (Vitis riparia, …) et américaines (V. berlandieri, V.

rupestris, V. labrusca, …). En revanche, l’espèce européenne, Vitis vinifera L., utilisée en

majorité pour l’élaboration des vins est connue pour être sensible à de nombreuses maladies

(Schnee et al., 2008). Les maladies les plus fréquentes de la vigne sont des maladies

cryptogamiques, comme l’oïdium, la pourriture grise et le mildiou. Dans ce cas, un seul

champignon attaque la plante par les parties aériennes. Ces maladies apparaissent à certains

stades de développement de la vigne et causent, le plus souvent, des pertes de rendements et

de qualité organoleptique des vins (Ough et Berg, 1979 ; Marchal et al., 2001 ; Stummer et

al., 2003). Les maladies du bois, dont les agents pathogènes sont souvent constitués de

plusieurs souches de champignons se développent aux niveaux des ceps et peuvent causer la

mort de la plante (Larignon et al., 2009).

Le resvératrol et les stilbènes en général sont décrits comme possédant une activité anti-

fongique (Jeandet et al., 2002) mais les mécanismes d’action réels de ces composés sur les

champignons sont peu décrits. Le ptérostilbène et les viniférines posséderaient une action

antifongique plus forte que le resvératrol, en particulier que ses formes glycosilées (Adrian et

al., 1997 ; Schnee et al., 2008). En effet, l’efficacité du resvératrol n’est pas liée qu’à

l’induction de sa synthèse, mais aussi à sa métabolisation. Dans le cas d’une attaque d’oïdium

(Erysiphe necator Schwein), si le resvératrol est dérivé sous la forme de picéides internalisés

dans la vacuole, la vigne montre alors une sensibilité vis-à-vis du champignon. En revanche,

si le resvératrol est excrété et dimérisé sous forme d’ε- ou de δ-viniférines, le cépage est 

résistant (Schnee et al., 2008). Les mêmes conclusions avaient été obtenues avec le mildiou,

dont l’agent pathogène est Plasmopara viticola (Pezet et al., 2003). Les mécanismes d’action

du resvératrol et de certains dérivés ont été également étudiés in vitro vis-à-vis de Botrytis

cinerea. Le resvératrol (100 à 160 mg/L) et le ptérostilbène (20 à 60 mg/L) montrent une

inhibition de la germination des conidies de Botrytis cinerea, respectivement de 50 à 100%.

Ils induisent aussi une diminution de la croissance en longueur de l’hyphe de 94% en 64

heures pour une concentration en ptérostilbène de 40 mg/L et d’environ 80% avec une

concentration de resvératrol de 140 mg/L. Le resvératrol inhibe la croissance de l’hyphe et

provoque des modifications morphologiques importantes, comme la déstructuration de sa

paroi, la mort de la cellule apicale, la formation de deux à trois tubes germinatifs ou encore la
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courbure de ce tube (Adrian et al., 1997).

La régulation de la synthèse du resvératrol est organe dépendant. Dans le bois de la

vigne, le resvératrol est retrouvé de manière constitutive (Langcake et Pryce, 1976). Sa

présence est associée des dérivés plus complexes, représentés par des oligomères formés à

partir de 2, 3 ou même 4 unités resvératrol. La fonction de ces molécules est inconnue mais

elles limitent probablement l’installation de champignons dans le bois. Cette action a pu être

démontré pour la pinosylvine, qui est un homologue du resvératrol synthétisé par le pin

(Chong et al., 2009). En revanche, la présence du resvératrol, au niveau des feuilles

(Langcake et Pryce, 1977) et des baies (Jeandet et al., 1991), n’est observée qu’après une

induction des défenses (Chong et al., 2009) qui peut être une attaque de pathogène (Jeandet et

al., 1995a), ou un contact de la plante avec des molécules élicitrices (Tassoni et al., 2005).

Les stress abiotiques, comme les UV-C ou une blessure peuvent eux aussi induire la synthèse

du resvératrol (Adrian et al., 2000 ; Bonomelli et al., 2004). Ces inductions entrainent une

accumulation transitoire de resvératrol au niveau des feuilles et des baies.

Ainsi, en complément des autres moyens de défense mis en place par la vigne, les

stilbènes jouent un rôle non négligeable dans la lutte contre les pathogènes. Ceci ouvre de

nouvelles perspectives dans la compréhension du rôle du resvératrol dans la défense de la

vigne contre les maladies fongiques. La dimérisation du resvératrol en viniférines par l’action

de peroxydases (Pezet et al., 2003), (enzymes décrites par ailleurs comme protéines PR),

permettrait d’envisager une action synergique entre une phytoalexine et une protéine PR.

Cette réaction nécessite du peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui est produit à l’occasion de la

signalisation précoce. Cette hypothèse serait intéressante à vérifier pour prouver une synergie

entre les mécanismes de défense chez la vigne.
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IV. Activités biologiques du resvératrol chez l’animal

Le resvératrol (trans-resvératrol ou 3,5,4’trihydroxystilbène) est le stilbène le plus

étudié pour ses propriétés dans la défense des plantes mais il fait surtout l’objet de recherches

intensives pour ses potentielles propriétés thérapeutiques. Sa découverte dans l’hellébore

blanche (Veratrum grandiflorum O. Loes) en 1940 par Takaoka, lui a valu son nom d’usage

(Takaoka, 1940). Il a été isolé ensuite des racines de Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc. et

du thé Itadori (ou Ko-jo-kon) qui est une infusion de ses racines (Nonomura et al., 1963). Ce

thé était utilisé dans les médecines traditionnelles chinoise et japonaise pour lutter contre le

favisme, certaines mycoses, les infections bactériennes et contre les hyperlipidémies (Arichi

et al., 1982). L’intérêt pour le resvératrol s’est accru après sa découverte dans le vin rouge et

son implication potentielle dans le « French paradox ». Ce paradoxe français provient des

conclusions d’une étude américaine dont le but était de comparer une population humaine

américaine à une population du sud-ouest de la France dans les années 1980 (Renaud et De

Lorgeril, 1992). Les deux populations étudiées avaient un régime alimentaire riche en lipides

mais, curieusement, la population française souffrait moins de problèmes cardiaques que la

population américaine. Cette différence avait alors été expliquée par la consommation

régulière de vin rouge par la population française. Le lien entre les concentrations de

resvératrol dans le vin rouge et ses effets sur la santé a rapidement été décrit (Jeandet et al.,

1995b,c ; Stervbo et al., 2007). L’engouement suscité par cette molécule a permis une

multiplication importante des travaux portant sur ses propriétés biologiques, confirmant son

potentiel pour la protection des animaux face à de nombreuses maladies (Kopp, 1998). Après

deux décennies d’étude, le resvératrol a montré une action de prévention et de lutte contre le

cancer, de protection contre les maladies neurodégénératives, mais aussi une induction des

gènes des Sirtuines qui lui procureraient un rôle sur le diabète et sur l’allongement de la vie

des organismes à vie courte, comme les levures et les drosophiles.



Figure 8 : Actions du resvératrol sur le cancer, effets préventifs et effets
thérapeutiques (d’après Kundu et Surh, 2008)
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i. Effet de protection du système cardiovasculaire

Les études ayant permis d’illustrer le « French paradox » ont montré que la

consommation de vin rouge diminue les risques de maladies cardiovasculaires malgré un

régime alimentaire enrichi en lipides. Le resvératrol, dont la présence a été caractérisée dans

le vin rouge, agirait comme régulateur des molécules inductrices de l’agrégation plaquettaire,

évitant ainsi une activation non justifiée de ce mécanisme et donc l’obturation des vaisseaux

sanguins. Le resvératrol possède aussi une propriété de vasodilatation des artères et serait

aussi capable d’inhiber l’oxydation des LDL (Low Density Lipoprotein), permettant ainsi de

prévenir la formation de plaque d’athérome (Frankel et al., 1993).

ii. Effet sur le cancer

Le resvératrol agit sur la carcinogénèse en présentant des actions au niveau des trois

stades de ce processus : la phase d’initiation, la phase de promotion et la phase de

progression. De plus, le resvératrol supprime les phases finales de la carcinogénèse telles que

l’angiogenèse et les métastases (Delmas et al., 2006). Le resvératrol joue un double rôle car il

peut prévenir de la formation de cancers mais permet aussi de lutter contre un cancer déjà

déclaré (Figure 8) (Kundu et Surh, 2008). A faible dose, le resvératrol a la propriété de

potentialiser l’effet des chimiothérapies traditionnelles (Delmas et al., 2006). Ces propriétés

ont été décrites in vitro mais elles ont été confirmées in vivo chez l’animal. Des études

cliniques pour évaluer le réel potentiel du resvératrol en médecine sont en cours (Kundu et

Surh, 2008).

iii. Effet sur les maladies neurodégénératives

Plusieurs études ont montré que la consommation modérée de vin rouge est à l’origine d’une

diminution de l’incidence de la maladie d’Alzheimer et le resvératrol pourrait à nouveau être

impliqué dans cette observation. Par son action anti-oxydante, ce composé pourrait bloquer

les formes activées de l’oxygène synthétisées dans les neurones sous l’action de peptide

amyloïde β. Ce peptide ainsi que les formes activées de l’oxygène sont à l’origine de 

l’apoptose de nombreux types cellulaires. Le resvératrol est capable d’inhiber celle-ci en
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agissant sur le substrat des caspases-3 (Rocha-Gonzàlez et al., 2008). Le resvératrol serait

aussi capable de réguler des facteurs jouant sur la fluidité de la transcription synaptique

impliquée dans l’apprentissage et la mémoire, au travers de l’induction de certaines MAPK.

Un autre effet supposé du resvératrol serait de jouer sur la concentration en peptide amyloïde

β, mais aucune action contre les enzymes identifiées actuellement comme participant à la 

synthèse ou à la dégradation de ce peptide n’a pu être montrée. Il semblerait que le peptide

amyloïde β inhiberait le protéasome, inhibant ainsi sa propre dégradation. Le rôle du 

resvératrol serait alors identifié dans l’activation de ce complexe protéique, avec comme

conséquence la dégradation du peptide. De plus la propriété d’induction des gènes SIRT1

attribuée au resvératrol, mais nuancée récemment, permettrait d’inhiber l’action NF-κB induit

par le peptide amyloïde β (Ramassamy, 2006 ; Rocha-Gonzàlez et al., 2008).

Dans le cas de la maladie de Parkinson, la dégénérescence de neurones

dopaminergiques est en cause et engendre la formation de corps de Lowry. Ici des faibles

doses de resvératrol inhiberaient la mort cellulaire provoquée par la dopamine, par des actions

l’induction de facteurs anti-apoptotiques et une inhibition des caspases 3. Son action anti-

oxydante pourrait là encore jouer sur les formes réactives de l’oxygène qui interviennent dans

les mécanismes de la maladie (Rocha-Gonzàlez et al., 2008).

Les propriétés du resvératrol en termes de protection du système nerveux central sont de

plus en plus étudiées et des résultats bénéfiques seraient obtenus contre l’épilepsie, la maladie

d’Huntington et la sclérose latérale amyotrophique (Jin et al., 2008). Son activité permettrait

aussi de prévenir la détérioration des neurones et pourrait limiter les migraines (Jin et al.,

2008). Ces résultats prometteurs ont été obtenus par des tests in vitro ou in vivo chez

l’animal. L’application dans le cadre de la médecine humaine n’est pas encore une réalité. De

nombreuses étapes restent à franchir pour voir le resvératrol utilisé dans le traitement de

patients atteints de ces maladies. Toutefois, des demandes de volontaires ont été réalisées pour

se soumettre à des tests cliniques de phase 3 pour tester le resvératrol contre la maladie

d’Alzheimer (http://clinicaltrials.gov).
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iv. Effet sur le diabète

Le resvératrol favorise la respiration cellulaire et améliore ainsi les capacités de

l’organisme à augmenter la consommation d’oxygène au niveau des fibres musculaires,

induisant une meilleure élimination des graisses. Le resvératrol est capable par l’induction de

l’expression des gènes codant pour les Sirtuines d’accroître la sensibilité des souris et des rats

à l’insuline, de diminuer la glycémie et d’augmenter la capacité mitochondriale, ce qui permet

d’atténuer la résistance à l’insuline et de réduire les effets des régimes hypercaloriques in

vivo. Cet effet est notamment visible chez les souris devenues obèses suite à une anomalie

génétique ou à cause d’un régime alimentaire hypercalorique. Le resvératrol bloque aussi les

effets néfastes du diabète sur l’organisme. En protégeant les hépatocytes du stockage lipidique

lorsqu’ils sont soumis à une glycémie élevée, il prévient de l’hyperlipidémie et du

développement de lésions aortiques (Pillarisetti, 2008). Son activité limite aussi les risques

d’infarctus du myocarde, de dégénérescences des neurones et de déficience rénale, qui

peuvent être imputés au fort taux de glucose sanguin (Pillarisetti, 2008).

v. Effet antiviral

Le resvératrol pourrait par son action anti-oxydante limiter la réplication des virus. En

effet, les cycles cellulaires de certains virus sont décrits comme étant influencés par l’état

d’oxydoréduction de l’hôte (Palamara et al., 2005). Toutefois, le resvératrol agit par un autre

mécanisme d’inhibition de la réplication des virus. Contre le virus de la grippe A, par

exemple, il est impliqué dans le blocage de la translocation noyau/cytoplasme des

ribonucléoprotéines du virus, induisant une réduction de l’expression des protéines virales en

relation avec l’activité des protéines kinase C. Il permet d’augmenter la survie des cellules

pulmonaires en inhibant la réplication du virus, diminuant de 87% le nombre de virus après

24 h, dans les cellules pulmonaires des souris atteintes de la grippe (Palamara et al., 2005).

Une action positive du resvératrol a été décrite sur des maladies virales fréquentes telles que

l’herpès (Faith et al., 2006) ou la varicelle/zona (Docherty et al., 2006). Un effet du

resvératrol sur le virus du HIV a été décrit et un travail récent démontre, ici encore,

l’implication de l’induction des Sirtuines (Zhang et al., 2009).
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vi. Effet sur l’espérance de vie

Un effet très médiatisé du resvératrol est celui de l’allongement de l’espérance de vie.

De nombreux travaux ont été réalisés sur ce sujet avec des résultats prometteurs. L’induction

de l’expression du gène codant des Sirtuines serait en cause (Wood et al., 2004). Les Sirtuines

agiraient en mimant une restriction calorique (Bordone et Guarente, 2005). L’allongement de

l’espérance de vie suite à un traitement au resvératrol a d’ores et déjà été mis en évidence sur

la levure Saccharomyces cerevisae (Howitz et al., 2003) et chez la drosophile, Drosophila

melanogaster (Bauer et al., 2004). Plus récemment cet effet a été observé chez les vertébrés à

durée de vie courte et, en particulier, chez la souris (Baur et al., 2006 ; Valenzano et al.,

2006 ; Pearson et al., 2008 ; Barger et al., 2008). Le resvératrol pourrait non seulement

accroître l’espérance de vie mais surtout aurait comme conséquence de retarder les effets du

vieillissement (Baur et Sinclair, 2008).

vii. Effet sur la drépanocytose

La drépanocytose est une maladie génétique fréquente en Afrique. Cette maladie

affecte l’intégrité de la structure de la molécule d’hémoglobine par une mutation, entraînant le

remplacement d’un acide glutamique par une valine. Cette mutation entraine une forme

anormale des hématies qui prennent alors une forme de faux, d’où le nom d’anémie

falciforme. Ces hématies perdent la capacité de transport de l’oxygène et augmentent les

risques d’obturation des vaisseaux sanguins. La molécule utilisée dans le traitement de cette

maladie est l’hydroxyurée. Cette molécule induit la synthèse d’hémoglobine fœtale chez le

patient traité et permet donc de diminuer les effets de la maladie, mais elle présente une

toxicité pour différents tissus de l’organisme (Lanzkron et al., 2008). Des molécules d’origine

naturelle ont alors été recherchées comme source potentielle de nouveaux traitements. Le

resvératrol a montré qu’il pouvait mimer l’effet de l’hydroxyurée à différents niveaux

(Rodrigue et al., 2001 ; Bianchi et al., 2009).
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V. L’utilisation actuelle du resvératrol

i. L’utilisation cosmétique

Compte tenu de ses nombreuses propriétés, le resvératrol pourrait devenir dans

quelques années une molécule incontournable en pharmaceutique si elle obtient les

autorisations de mise sur le marché pour ses applications médicales. A l’heure actuelle, ce

composé est utilisé essentiellement comme compléments alimentaires et en cosmétique. Fort

de sa réputation liée au « French paradox », le resvératrol s’est imposé à l’échelle marketing

comme produit naturel de la vigne. En France notamment, plusieurs entreprises

commercialisent des produits cosmétiques à base de resvératrol issu de l’extraction de

sarments de vigne. C’est le cas de Dior, pour le groupe LVMH, ou de Caudalie. Des brevets

sur l’extraction et la stabilisation du resvératrol ont été déposés par ces entreprises

(Vercauteren et al., 2006 (Caudalie) ; Andre et Renimel, 2007 (LVMH Recherche)). D’autres

firmes dans le monde utilisent aussi du resvératrol dans leurs produits, comme l’entreprise

américaine Estée Lauder. L’extraction du resvératrol des sarments de vigne pourrait fournir

un atout en terme de valorisation des déchets agricoles, car les bois de taille considérés

comme des déchets et souvent brulés, pourraient fournir le resvératrol, molécule à haute

valeur ajoutée (Rayne et al., 2008). La limite posée à l’utilisation des bois de taille est

l’extraction du resvératrol car elle est énergivore et nécessite l’emploi de grandes quantités de

solvants (Andre et Renimel, 2007). Cette extraction est donc en inadéquation avec le

développement durable (Donnez et al., 2009).

ii. L’utilisation en tant que compléments alimentaires

Dans l’utilisation comme compléments alimentaires, même si la démarche

commerciale est, elle aussi, basée sur le « French Paradox » et la vigne, le resvératrol utilisé

provient d’une autre plante, connu pour sa synthèse de stilbènes, la renouée du Japon

(Fallopia Japonica ou Polygonum cuspidatum) (Beerling et al., 1994). Cette plante accumule

principalement de la polydatine et du picéide qui sont deux dérivés glycosylés du resvératrol.

Selon certains travaux, l’extraction de resvératrol et de picéides à partir d’un extrait sec de
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racines de la renouée est possible en quelques étapes (Chu et al., 2005) mais le resvératrol

n’est présent qu’en faible quantité allant de 0,1 à 0,2% de la matière sèche (Zhao et al.,

2005a). La majeure partie des stilbènes est présente sous forme de glycosides qu’il est

nécessaire d’hydrolyser pour obtenir la forme aglycone. Pour cela, une digestion enzymatique

par des β-glucosidases est réalisable (Waterhouse et al., 1994) mais à l’échelle industrielle,

l’hydrolyse enzymatique est coûteuse et difficile à mettre en place. L’hydrolyse alcaline est

donc actuellement utilisée mais elle est soumise à la controverse de la politique écologique

car elle est responsable de la production de nombreux sous-produits polluants. Une alternative

intéressante pourrait donc être la digestion par des microorganismes (Tian et al., 2008).

Actuellement, la renouée du Japon représente tout de même la principale source de

resvératrol. Cette production est majoritairement originaire de Chine. La culture, en dehors de

l’Asie, de cette plante n’apparaît pas réalisable. En effet elle a été exportée au 19ème siècle

pour le fourrage et l’ornement, mais elle est vite devenue envahissante et a provoqué la

disparition d’espèces endémiques aux lieux d’introduction (http://www.invasivespecies.net).

VI. Biotechnologie végétale et microbienne : source de molécules d’intérêt

Pour produire des molécules naturelles d’intérêt, issues notamment des plantes,

l’utilisation des biotechnologies est devenue une excellente alternative permettant de

contourner les problèmes engendrés par la synthèse chimique ou l’extraction in planta. En

effet, la synthèse chimique représente une méthode intéressante dans le cas de molécules

simples. Pour les molécules à la structure plus complexe, le recours à la chimie s’avère

difficile et très onéreux. L’extraction végétale apparait alors comme une technique

intéressante, à condition que la plante puisse être cultivée facilement et fournir de la biomasse

en quantité suffisante. Cependant, les plantes accumulent rarement des métabolites

secondaires en grande quantité. Le cas d’extraction à partir de parties pérennes de ligneux

illustre bien cette limite. Un abattage de l’arbre est obligatoire mais son remplacement comme

source de production ne sera obtenu qu’après plusieurs années (Wu et Chapell, 2008). Ces

problèmes se cumulent avec celui de l’extraction de la molécule d’intérêt. En effet, chez les

plantes, une grande variété de composés est présente et il est donc difficile de purifier une

molécule en quelques étapes. Les méthodes d’extraction sont énergivores et nécessitent une

grande quantité de solvants en opposition avec la politique actuelle de protection de

l’environnement (André et Renimelle, 2007). Ceci est d’autant plus vrai que les différentes
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étapes sont très rarement effectuées sur le même site géographique, nécessitant un transport

coûteux et polluant.

Les biotechnologies pourraient donc représenter une alternative intéressante à ces

problèmes et deux approches sont actuellement particulièrement étudiées. L’utilisation de

microorganismes modifiés génétiquement est une technique qui est couramment utilisée pour

produire de nombreuses molécules. Bien que ceux-ci soient incapables de réaliser la synthèse

de ces composés d’origine végétale à l’état naturel, il est possible de les transformer en y

insérant les gènes de plante nécessaires à cette synthèse. Le recours à l’emploi de suspensions

cellulaires végétales est une autre possibilité. Ce système in vitro offre une culture et une

production en milieu contrôlé de la même manière que les microorganismes. Les avantages

sont (i) la limitation de l’introduction de précurseurs car les cellules végétales réalisent la

synthèse entière du composé et (ii) l’utilisation de cultures non-OGMs.

i. Emploi des microorganismes

Les bactéries sont des systèmes permettant d’obtenir très rapidement une biomasse

importante. De plus il est possible de les congeler ou de les lyophiliser pour les conserver

(Swift, 1920). Leur emploi en production peut donc s’appuyer sur ces propriétés intéressantes.

L’utilisation de microorganismes pour la production de molécules d’intérêts existe à l’échelle

industrielle où les bactéries représentent des systèmes bien connus. La culture de bactéries est

réalisée à des volumes de plusieurs centaines de milliers de litre au niveau industriel.

Cependant, leurs métabolismes montrent certaines limites comme l’absence de réactions de

glycosylation et du mécanisme d’épissage, qui sont des fonctions qui n’existent que chez les

eucaryotes. Les levures (champignons) sont également utiles dans les domaines ou les

bactéries ne sont pas compétentes. Les levures sont principalement connues en fermentation

pour la production d’alcool (vin et bière notamment) mais aussi dans la réalisation du pain ou

des hormones de croissance. Les levures sont aussi transformables génétiquement, ce qui

permet de leur faire exprimer des gènes d’intérêts qu’elles ne possèdent pas naturellement

(Romanos et al., 1992).
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ii. Emploi de cultures cellulaires végétales

1. Historique

Le pionnier dans le domaine de la culture cellulaire végétale est Gottlieb Haberlandt. Il

réalisa des travaux sur la possibilité de cultiver une cellule végétale isolée et en 1902, il

exposa sa théorie à l’Académie Allemande des Sciences. Son travail consista à rechercher les

propriétés de la cellule végétale en tant qu’organisme élémentaire, ainsi que les relations et

interactions existantes entre cellules dans un organisme pluricellulaire. Il définit aussi

clairement le principe de la totipotence végétale et son implication dans sa théorie. La mise en

pratique de ses découvertes se fit bien des années plus tard avec les premières cultures de tissu

de racine de tomate dans un milieu défini (White, 1934). A cette période, furent développés

les premiers milieux de culture avec l’ajout d’auxine et de vitamines dans les milieux gélifiés.

La période s’étalant des années 1940 aux années 1960 a connu l’avènement des

biotechnologies végétales et une forte avancée des techniques, liées à l’utilisation du lait de

coco qui s’avéra être riche en acides aminés et en cytokinines. L’obtention de cals de

nombreuses espèces fut possible et de nombreux milieux encore utilisés actuellement firent

leur apparition à cette époque. Les travaux portant sur l’ajout d’acides aminés permirent la

découverte de la première cytokinine, la zéatine. Le jeu sur la balance hormonale est alors

devenu possible, en faisant varier le rapport cytokinine/auxine apportés de manière exogène,

ce qui permit d’augmenter le nombre d’espèces cultivées sous forme de cals. Les premières

cultures de cellules isolées furent obtenu par agitation de cals dans un milieu liquide et par

filtration sur du papier filtre (Thorpe, 2007 ; Georgiev et al., 2009). Toutefois, les suspensions

cellulaires en milieu liquide firent l’objet d’une description précise pour la première fois dans

le brevet déposé par l’entreprise Pfizer & Co, en 1956, sur l’obtention de suspensions

cellulaires végétales à partir de différents types d’explants et de différentes espèces. La

biomasse obtenue était séchée et son extraction permit l’obtention de métabolites secondaires

(Routien et Nickel, 1956). Le passage de la culture en plus grand volume a été réalisé en

1959 dans des bonbonnes où un apport d’air était réalisé. Ces cultures cellulaires de ginkgo,

de houx, de rose et d’ivraie ont démontré la possibilité d’obtenir à partir de ces systèmes un

accroissement de la biomasse végétale (Thorpe, 2007). Dans les années 1980, l’optimisation

des cultures de suspensions cellulaires végétales a permis un transfert à grande échelle. Les

cultures pour obtenir de la shikonine, la catharanthine, le ginseng et le paclitaxel ont été





53

réalisées dans des bioréacteurs allant de quelques centaines de litres jusqu’à 75000 litres

(Vasil, 2008).

2. Caractéristiques et utilisations de la culture végétale

a. Présentation générale

L’utilisation de cultures de cals et de suspensions cellulaires permet non seulement

d’envisager une bioproduction de molécules d’intérêts d’origine végétale, mais aussi d’obtenir

des connaissances fondamentales importantes sur de nombreux mécanismes cellulaires. Ces

modèles simplifiés sont largement décrits comme pouvant être élicités, permettant ainsi

l’étude de la mise en place de réponses métaboliques et génétiques précoces ou tardives à

l’échelle cellulaire.

L’avantage représenté par les suspensions cellulaires est le contrôle des conditions de

culture. Il est en effet possible de modifier le milieu de culture en jouant sur sa composition

mais il est aussi envisageable de modifier les conditions physiques de la culture.

b. Variation des paramètres de culture

Les paramètres de culture à mettre en œuvre sont différents d’une culture et d’une

espèce à l’autre. Cependant des constantes existent, les milieux de culture étant généralement

issus des premiers milieux décrits pour la culture végétale comme celui de Murashige et

Skoog (Murashige et Skoog, 1962), par exemple. Ces milieux sont en général modifiés au

niveau de la balance phytohormonale mais rarement au niveau des macro- et micro-éléments.

Le rapport de concentrations des régulateurs de croissance peut avoir des conséquences

directes sur le maintien de la culture. En effet, cet équilibre permet de maintenir les cellules

sous forme indifférenciée et, dans d’autres cas, permet l’induction de différenciation

aboutissant à la régénération d’organes et d’organismes. Dans une moindre mesure, cet

équilibre joue un rôle sur la synthèse de métabolites secondaires. Ceci a été observé (i) avec

des cultures de Catharanthus roseus, où le 2,4D s’est avéré être un inhibiteur de la

biosynthèse des alcaloïdes indoliques (Decendit et al., 1992), (ii) avec des suspensions





55

cellulaires de Fagara zanthoxyloides où l’ANA et la BAP jouaient un rôle antagoniste de la

production de furoquinolines (Couillerot et al., 1996) et (iii) sur des cals de Vitis thunbergii

cv. Sieb. et Zucc. pour la production de resvératrol (Ho et Kuo, 2008).

La source carbonée est un facteur à prendre en considération car elle est nécessaire au

maintien et à la croissance des cellules mais aussi à la production des métabolites. L’apport de

glucides est d’autant plus nécessaire dans le cas d’une culture à l’obscurité où l’hétérotrophie

est totale. Une variation de la quantité de sucre peut générer des phénomènes de stress

osmotique au niveau des cellules (Wang et al., 1999), pouvant conduire à une inhibition de la

croissance ou à la production de métabolites secondaires. Cela a été mis en évidence au

niveau de la production de resvératrol par des suspensions cellulaires de Vitis vinifera cv.

Gamay Fréaux var. Teinturier (Belhadj et al., 2008).

En plus de la constitution des milieux de culture, les paramètres physiques peuvent

s’avérer décisifs, en particulier lors du passage vers des volumes importants de culture.

Généralement, les suspensions cellulaires végétales sont cultivées en fioles d’Erlenmeyer où

le volume de la suspension est ajusté en fonction de la taille de la fiole pour obtenir un

brassage optimal. La vitesse d’agitation du plateau orbital sur lequel sont disposées les fioles

est ensuite réglée de manière à favoriser une bonne croissance des cellules. Cette technique

permet de limiter les stress mécanique et oxydatif. Cependant pour réaliser un transfert en

volume plus important, la culture est réalisée en bioréacteurs dont différents types existent

(Eibl et Eibl, 2008). En fonction de la forme de la cuve et du mécanisme d’agitation et

d’oxygénation, deux facteurs deviennent importants. Une agitation mécanique trop intense

peut endommager les cellules végétales car elles sont sensibles aux forces de cisaillement à

cause de leur taille relativement grande et de leur paroi fine (Kieran et al., 1997). L’autre

facteur essentiel est l’aération apportée sous forme du bullage d’air ou d’un mélange de gaz

(air, O2, CO2) dans le milieu de culture. L’apport d’oxygène dans le milieu peut induire un

stress oxydatif au niveau des cellules et risque aussi d’induire une oxydation des métabolites

secondaires. D’une manière générale, l’aération et l’agitation sont deux paramètres

complémentaires qui aboutissent au brassage et à l’oxygénation de la suspension. Toutefois,

les effets cumulés et potentiellement stressants de ces deux paramètres ne doivent pas être

limitant (Georgiev et al., 2009). Le choix du type de bioréacteur et des conditions de culture

est à considérer en fonction de la résistance des cellules à ces deux paramètres (Eibl et Eibl,

2008). La culture à l’obscurité est à privilégier dans le cas de transfert des cellules en

bioréacteur de grand volume.
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c. Induction de la synthèse des métabolites

A l’échelle de la recherche ou de l’industrie, le niveau basal de métabolites que

synthétisent les suspensions cellulaires végétales est souvent insuffisant (Wu et Chapell,

2008). Diverses techniques existent afin d’induire une augmentation de leur production. Ainsi

une culture en deux temps, avec le développement d’un milieu de croissance cellulaire et d’un

milieu d’induction de la synthèse des métabolites peut être envisagée. Cette approche est celle

qui a été choisie pour la production de shikonine par des cultures de Lithospermum

erythrorhizon, premier exemple de production d’un métabolite végétal à l’échelle industrielle.

Un premier milieu est utilisé pour la multiplication de la biomasse. Lorsque celle-ci est

suffisamment importante, le transfert sur un milieu d’induction permet d’obtenir la synthèse

de la molécule d’intérêt (Tabata, 1988). Les différences entre les milieux de croissance et

d’induction sont basées sur la balance phytohormonale ou la variation de l’apport de la source

carbonée.

Pour promouvoir la synthèse des métabolites secondaires d’intérêt, il est aussi possible

d’envisager d’apporter leurs précurseurs. Dans le cas du resvératrol, l’apport dans le milieu de

la phénylalanine a donné des résultats encourageants. Cette stratégie permet d’augmenter la

quantité de resvératrol produite (Krisa et al., 1999).

Dans le cas de métabolites secondaires impliqués dans la défense, la stratégie la plus

fréquente consiste à mimer l’action des pathogènes et ainsi d’induire les mécanismes

conduisant à la synthèse des phytoalexines. L’élicitation a permis d’obtenir des résultats avec

de nombreuses espèces et métabolites différents (Mulabagal et Tsay, 2004 ; Zhao et al.,

2005). Les molécules signal, tel que le MeJA ou le SA, présentent un intérêt important pour

stimuler la production. Cependant, comme leur spectre d’action est large, elles peuvent

provoquer des effets secondaires. Dans le cas du MeJA, une inhibition de la croissance

accompagne l’induction des métabolites (Ferri et al., 2009 ; Donnez et al. 2010). L’utilisation

d’éliciteurs généraux peut alors devenir une stratégie intéressante. Ces molécules permettent

une induction importante des mécanismes de défense et en particulier des phytoalexines qui

s’accumulent alors au niveau cellulaire ou extra-cellulaire. D’autres molécules organiques,

comme le chitosan, induissent elles aussi des augmentations de la production des métabolites

secondaires intéressante (Ferri et al., 2011). L’exemple de molécules telles que les

cyclodextrines montrent là encore un potentiel d’élicitation important conduisant à une

synthèse accrue des métabolites (Bru et Pedreno, 2006 ; Donnez et al., 2009). Dans ce cas, un



Figure 9 : Représentation schématique de différents types de bioréacteur utilisable
pour la culture cellulaire végétale. (a) bioréacteur agité, (b) biorécteur à colonne à bulle,
(c) bioréacteur airlift, (d) bioréacteur à vague (Biowave), (e) bioréacteur à vague et à
contre courant (Wave & Undertow Bioreactor). Légende : A = apport de gaz, G = sortie
de gaz, CC = compartiment de culture, M = ajustement du milieu, H = prélèvement.
D’après Eibl et Eibl, 2008.
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rôle de protection des métabolites, à l’intérieur de leur structure, leur est aussi attribué. Les

différents traitements réalisés sur des suspensions cellulaires de vigne et la variation de la

production de resvératrol représentent un exemple pertinent pour décrire la variété des

éliciteurs qui peuvent être employés ainsi que leurs effets (voir article 1).

d. Les différents systèmes de culture

La fiole d’Erlenmeyer représente le système le plus simple dans le cas de la culture

d’une suspension cellulaire. Ainsi des fioles de différents volumes depuis 50 mL jusqu’à 5 L

sont classiquement utilisées avec respectivement de 20 mL à 2 L de volume de suspension

cellulaire. L’agitation et l’oxygénation sont alors réalisées par l’utilisation d’un agitateur

orbital rotatif avec des vitesses variables en fonction du volume de culture et des besoins de la

suspension.

Parmi les différents types de bioréacteurs (Figure 9), le plus classiquement utilisé est

le bioréacteur agité. Celui-ci est muni d’une arrivée d’air et d’une ou plusieurs pales

d’agitation. La taille et le « design » de la pale sont très importants et conditionnent le stress

mécanique, ainsi que le risque de cisaillement des cellules. La pale de type Rushton, très

utilisée en microbiologie, est généralement à proscrire pour la culture végétale. Bien que

celle-ci offre une agitation efficace, elle augmente considérablement le risque de cisaillement.

De ce fait, une pale Pitched Blade ou une hélice marine sont alors mieux adaptées. Le choix

de la configuration ascendante ou descendante de la pale est déterminant afin de limiter

l’accumulation de cellules soit au fond de la cuve soit en surface sur les parois de la cuve

(Mirro et Voll, 2009). Dans le bioréacteur agité, le brassage est la résultante de l’agitation et

du bullage. Par opposition, le bioréacteur airlift ne possède pas de pale, le brassage est obtenu

par la configuration en colonne haute et étroite où est réalisé un bullage continu et assez

important. Ce type de bioréacteur conviendra à des cellules sensibles au cisaillement mais

résistantes à l'oxygénation. D’autres systèmes moins courants existent comme les bioréacteurs

Biowave où la culture est réalisée dans une chambre en plastique stérile à usage unique placé

sur un plateau d’agitation (Eibl et al., 2009). Ce système permet de reproduire la culture

réalisée en fioles d’Erlenmeyer mais nécessite une surface de culture importante et présente

un scale-up limité compte-tenu du mécanisme d’agitation, même si des volumes jusqu’à 2000

L sont actuellement utilisés (Eibl et al., 2010).





61

Si les cellules sont trop sensibles, leur culture peut être réalisée de manière immobilisée, soit

par un emprisonnement dans des billes d’alginate de calcium (Charlet et al., 2000) ou par un

blocage dans une matrice (Vyas et Cino, 2007). Ces systèmes sont particulièrement utilisés

dans le cas où les cellules produisent de manière constitutive le composé d’intérêt et que

celui-ci est excrété, comme dans le cas de la production de saponine spirostanol par des

suspensions cellulaires de Solanum chrysotrichum (Charlet et al., 2000).

e. Utilisation des suspensions cellulaires

Les suspensions cellulaires permettent la bioproduction de métabolites, mais leur

utilisation ne se limite pas à ce champ d’investigation. Ces cultures présentent un intérêt

majeur dans l’étude de mécanismes au niveau fondamental. Même si les cellules qui

composent les suspensions, par leur nature dédifférenciée, n’ont pas leur équivalent au niveau

de la plante entière, ce système reste un excellent modèle afin de comprendre à l’échelle

cellulaire des mécanismes complexes. Le travail sur suspension de Rauvolfia canescens a, par

exemple, montré que lors de l’élicitation par un extrait de paroi de levure, une accumulation

temporaire d’acide jasmonique était obtenue, permettant de montrer que cette molécule était

un messager impliqué dans l’induction de la synthèse des benzophénanthridines (Gundlarch et

al., 1992). Le système cellulaire est également très utile pour purifier des enzymes afin

d’étudier leurs caractéristiques, comme cela a été montré avec la STS qui a pu être purifiée à

partir de suspensions cellulaires d’arachide (Schöppner et Kindl, 1984).

VII. La biotechnologie comme source de resvératrol ?

Ainsi, les propriétés intéressantes des systèmes microbiens et végétaux ouvrent de

nouvelles perspectives de production du resvératrol. Cette molécule pourrait alors connaître

un développement commercial par biotechnologie en adéquation avec le développement

durable en s’affranchissant des procédés d’extraction actuels. De plus, si les études cliniques

qui se déroulent actuellement chez l’homme viennent à démontrer que les propriétés in vitro

et chez l’animal peuvent être appliquées en médecine, la demande en resvératrol pur risque de

s’accroître. Les travaux menés sur la production de resvératrol par les différents systèmes de

production biotechnologique ont fait l’objet d’un article de revue.
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Publication 1 : Bioproduction of resveratrol

and stilbenes derivatives by plant cells

and microorganisms.
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L’étude de la biosynthèse des stilbènes et en particulier du resvératrol apparaît comme

une approche nécessaire pour une meilleure compréhension des mécanismes de défense de la

vigne. En effet, les stilbènes procurent une résistance contre les maladies cryptogamiques à

certaines espèces de vigne ou à certains cépages. Cette résistance n’est pas liée qu’à la

quantité de stilbènes produits, mais surtout aux dérivés stilbéniques synthétisés et à leurs

localisations au niveau de la plante (Schnee et al., 2008). Les stilbènes impliqués dans la

résistance sont présents dans la plupart des cas en intéraction avec les pathogènes au niveau

des feuilles ou des baies. Dans ces organes, les stilbènes ne sont pas présents de manière

constitutive mais leur synthèse est provoquée par différents types de stress abiotiques ou par

une attaque de pathogènes : ce sont des phytoalexines (Jeandet et al., 2010). La vigne est ainsi

connue pour répondre aux stress UV (Adrian et al., 2000), aux molécules signal (JA, MeJA),

à des sels métalliques (chlorure d’aluminium (AlCl3) (Adrian et al., 1996) ou encore à des

molécules organiques telles que le chitosan (Ait Barka et al., 2004) ou la laminarine (Aziz et

al., 2003). Ces différents stress que l’on qualifiera d’éliciteurs provoquent une induction des

défenses de la vigne induissant les mécanismes physiologiques et biochimiques qui régissent

la synthèse des stilbènes.

Parmi les systèmes de culture permettant d’appréhender la biosynthèse de stilbènes, les

suspensions cellulaires sont particulièrement intéressantes dans le sens où elles permettent

l’étude et la description de phénomènes cellulaires de manière facilitée par rapport à une

étude sur organes et/ou plante entière. Dans le cas du resvératrol et de ses dérivés, de

nombreuses suspensions cellulaires de vigne ont été utilisées pour leur étude ou leur

bioproduction (Donnez et al., 2009). Dans ces systèmes, l’internalisation du resvératrol dans

la vacuole ou son excrétion dans le milieu extracellulaire ont été décrits, reproduisant les

observations réalisées sur feuilles (Schnee et al., 2008). Des stilbènes de différentes natures

ont pu être obtenus en particulier du trans-resvératrol (resvératrol) et des picéides. Les

picéides sont de manière générale décrits au niveau de la vacuole, sauf dans les suspensions

de Vitis vinifera cv. Barbera où une partie de ceux-ci est retrouvée dans le milieu

extracellulaire (Tassoni et al., 2005). Le resvératrol est majoritairement excrété et accumulé

dans le milieu de culture (Donnez et al., 2009). Toutefois, une partie de celui-ci adhére aux

parois cellulaires (Adrian, 2006b). Les suspensions cellulaires de vigne les plus étudiées sont

de l’espèce Vitis vinifera. Ce choix est en corrélation avec la vigne cultivée en champ. En

effet, cette espèce est sensible aux pathogènes. Une étude basée sur une espèce résistante ou

sur un porte-greffe pourrait apporter des éléments nouveaux et serait plus pertinente pour la

compréhension des mécanismes liés aux stilbènes.
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De plus, une majorité de ces suspensions cellulaires présente une synthèse constitutive en

stilbènes (Donnez et al., 2009) et une induction possible mais avec des valeurs de production

faibles, sauf dans le cas des suspensions de V. vinifera cv. Gamay Rouge et de V. vinifera cv.

Monastrell Albino élicitée avec des cyclodextrines, qui accumulent jusqu’à 5 g/L de

resvératrol dans le milieu (Bru et Pedreno, 2006).

Le premier objectif de ce travail de doctorat a ainsi été de caractériser une lignée

cellulaire de Vitis 41B cultivée au laboratoire. Le Vitis 41B, un hybride de Vitis vinifera cv.

Chasselas et de Vitis berlandieri, est un porte-greffe utilisé dans de nombreuses régions

viticoles et en particulier en Champagne, car adapté au sol calcaire. Ces suspensions avaient

été décrites pour leur capacité à produire du resvératrol par une élicitation au méthyl

jasmonate (MeJA) durant mon stage de Master 2 (Donnez 2006). Cette souche cultivée à

l’obscurité présente l’avantage de ne pas produire de chlorophylle et surtout d’anthocyanes

qui pourraient interférer dans la biosynthèse, l’extraction et l’analyse des stilbènes. La

caractérisation de la souche au niveau de ses conditions de culture, d’élicitation et

d’extraction des stilbènes, a pour but d’obtenir un modèle simplifié (i) pour l’étude des

mécanismes liés à la synthèse des stilbènes et (ii) pour envisager l’utilisation de cette

suspension cellulaire pour la production du resvératrol en grand volume. L’optimisation des

conditions de culture et d’élicitation en bioréacteur est donc un enjeu important. L’élicitation

au MeJA produit un mélange complexe de composés dont certains non pas été identifiés, mais

pourraient appartenir à la famille des stilbènes. Le resvératrol a pu être identifié mais la

détermination des autres composés présents fait partie des objectifs de la caractérisation des

propriétés de cette suspension cellulaire.

L’hypothèse de l’excrétion du resvératrol a été confirmée par des travaux réalisés sur

plantes entières. En effet, l’étude de la STS par immunolocalisation a montré qu’elle était

présente à différents niveaux cellulaires, principalement dans le cytoplasme, la vacuole et la

paroi (Fornara et al., 2008 ; Wang et al., 2010). Le resvératrol serait donc synthétisé et

excrété majoritairement dans le milieu extracellulaire. La cinétique de synthèse du resvératrol

telle qu’elle a été définie jusqu’à présent est basée uniquement sur les informations obtenues

par le niveau d’expression des gènes codant pour la STS et par la mesure de son temps

d’apparition après extraction par des techniques de chromatographie (Jeandet et al., 2010).

Ces études ne permettent pas une analyse directe et en temps réel de la cinétique d’apparition

du resvératrol dans les cellules. En effet, la stilbène synthase est présente dans de nombreux

tissus de manière constitutive (Fornara et al., 2008 ; Wang et al., 2010) et sa présence révélée
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par immunolocalisation n’est donc pas corrélée à une synthèse active de resvératrol. De plus,

le dosage en HPLC du resvératrol nécessite une extraction des tissus végétaux et la méthode

présente un seuil de sensibilité pouvant fausser les données sur le temps d’apparition du

resvératrol.

Le second objectif de ce doctorat est donc d’étudier la synthèse précoce du resvératrol,

afin de définir plus précisément la localisation de sa synthèse et de son excrétion. La

microscopie est un outil pertinent pour l’étude de ces mécanismes car le resvératrol émet une

fluorescence intrinsèque spécifique quand il est excité par les ultra-violets. Le suivi de

l’apparition de cette fluorescence au niveau des suspensions cellulaires de Vitis 41B est

apparu comme une stratégie intéressante dans le but de répondre à cet objectif.

Partie 1 : Caractérisation du modèle de culture cellulaire de Vitis 41B et application à

la bioproduction.

Cette première partie consiste à évaluer les aptitudes de la culture de Vitis 41B à

produire du resvératrol. Cette partie a fait l’objet de la rédaction de deux publications

(Publications 2 et 3).

Publication 2 : Bioproduction of resveratrol and viniferins by an elicited grapevine cell

culture in a 2L stirred bioreactor.

Différents traitements éliciteurs ont été réalisés en utilisant le resvératrol comme un

marqueur permettant de quantifier leur efficacité. Nous avons choisi le MeJA pour la suite des

expérimentations. Cette molécule permet d’obtenir une induction efficace et répétable de la

synthèse de resvératrol. Pour mieux caractériser la suspension cellulaire, nous avons procédé

à l’établissement d’un suivi de la croissance des cellules en fiole. Différentes concentrations

de MeJA ont été testées dans le but de définir la concentration optimale.

Une fois la culture maitrisée en fiole, le scale-up en bioréacteur de 2 L a été étudié.

Nous avons cherché à stabiliser la culture par une optimisation de l’oxygénation et de

l’agitation. Dès la détermination de ces paramètres, l’évaluation de la croissance en cuve de 2

L a été réalisée. Nous avons ensuite élicité les suspensions dans ces conditions. La synthèse

de resvératrol et d’autres stilbènes a été obtenue. La caractérisation des composés a été

réalisée grâce à l’utilisation d’une chaîne UPLC à laquelle sont couplés un détecteur à barrette

de diode et un spectromètre de masse.
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La réalisation de culture en volume de 10 L, ainsi que des approches visant à piéger le

resvératrol au cours de son excrétion ont été investies.

L’emploi d’une molécule élicitrice ayant un effet favorable sur la croissance a été

envisagé.

Publication 3 : Effect of chitosan and methyljasmonate on resveratrol and ε-viniferin 

productions in a grapevine cell suspension.

L’élicitation des suspensions cellulaires par le chitosan a été testée dans l’objectif

d’obtenir une production de resvératrol sans perte de la viabilité cellulaire. L’ajout de cette

molécule, seule ou en synergie avec le MeJA, a été réalisé. Son potentiel sur la croissance des

cellules a été évalué.

Des cinétiques plus tardives ont été conduites pour essayer d’expliquer la diminution de

la quantité de resvératrol dans le milieu. Nous nous sommes ensuite intéressés à l’étude d’une

suspension cellulaire de Vitis labrusca. Celle-ci a permis d’évaluer le potentiel de notre

souche de Vitis 41B et de confronter les différents paramètres de culture et d’élicitation pour

les deux souches cellulaires.

Partie 2 : Cinétique d’apparition du resvératrol, localisation de sa synthèse et

mécanismes d’excrétion.

Cette partie a pour objectif de comprendre la synthèse du resvératrol. Nous avons utilisé

différentes techniques de microscopie. La première a été l’observation des cellules en

épifluorescence à différents points de cinétique après élicitation des cellules. La

vidéomicroscopie a ensuite permis de suivre l’évolution de la fluorescence émise par la

cellule au cours des 28 heures suivant l’élicitation pour obtenir des informations sur la

cinétique précoce de l’apparition du resvératrol au niveau d’une cellule.

Dans un troisième temps, nous avons développé une méthode d’étude de la synthèse du

resvératrol par microscopie confocale. Les observations réalisées lors de différentes cinétiques

d’élicitation des cellules en fioles ont permis des reconstructions en 3D, apportant des

informations sur la localisation du resvératrol dans la cellule et sur son excrétion.
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Partie 1 : Caractérisation du

modèle de culture cellulaire

de Vitis 41B et application à

la bioproduction.



Tableau 2 : Résumé des différents traitements réalisés et de leurs effets sur les
suspensions cellulaires de Vitis 41B dans le but d’induire la synthèse des stilbènes,
d’augmenter la vitesse de croissance et de maintenir la production de resvératrol dans le
temps.

Traitement Résultats

Eliciteur

UV
Difficile à mettre en place en culture liquide stérile, les UV ne semblent

pas pénétrer en profondeur le milieu.

Acide salicylique N'induit pas la synthèse de resvératrol (Donnez, 2006).

Rhamnolipides
Mort rapide des cellules, ne semble pas induire la synthèse de resvératrol

(Courteaux 2007).

Alanine
Ne montre ni d'effet direct, ni synergique avec le MeJA sur la synthèse

de resvératrol.

Chitosan
Ne montre ni d'effet direct, ni synergique avec le MeJA sur la synthèse de

resvératrol (publication 3).

Sodium
orthovanadate

Eliciteur intéressant mais molécule connue pour bloquer les transports
actifs, risque de limitation de l’excrétion du resvératrol dans le milieu.

Méthyl jasmonate
Eliciteur ayant montré la meilleure induction de resvératrol (Donnez et al.,

2010).

Inducteur de
croissance

Chitosan
Augmentation de la croissance d'un facteur de 1,5 fois avec une

concentration de 10 mg/L de chitosan (publication 3).

Prolongation de la
production de

resvératrol

Ethyl-acétate dans la
fiole de culture

Bon isolement du resvératrol, introduire l'éthyl acétate après élicitation
pour permettre le contact entre le MeJA et les cellules.

Soutirage et ajout de
nouveau milieu

Essai intéressant pour le maintien de la production de resvératrol sur 9
jours mais la quantité obtenue est faible.

Boudin de dialyse
avec résine de

Séphadex

Stress important des cellules qui induit une perte de viabilité, lié à la
modification de l’agitation.

Résines Amberlite
XAD1600

Ces résines peuvent-être utilisées directement dans le milieu, mais la
séparation des billes de résine et des cellules est complexe, car les billes
et les cellules ont une taille et une masse équivalentes. Toutefois elles

semblent très efficaces pour le piégeage de resvératrol.
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I. Détermination des propriétés du système et élicitation : croissance,

production des stilbènes, caractérisation et application à la bioproduction.

La suspension cellulaire de Vitis 41B était présente au laboratoire et certaines conditions

de culture étaient définies, comme la composition du milieu et l’agitation. Dans un premier

temps, une évaluation de la croissance de cette suspension cellulaire a été réalisée. La

détermination de la courbe de croissance permet non seulement de définir le temps de

doublement mais aussi d’obtenir la durée des trois phases caractéristiques de culture : la phase

stationnaire, la phase exponentielle et la phase de plateau. Ces différentes informations sont

nécessaires pour réaliser des expérimentations pertinentes avec un système de suspension

cellulaire. La courbe de croissance et les conditions expérimentales utilisées dans l’étude de

ce système sont présentées dans la publication 2.

Les conditions de culture étaient au départ optimisées pour une culture en fiole

d’Erlenmeyer de 300 mL contenant 100 mL de suspension. Toutefois le système cellulaire

développé doit permettre de réaliser l’étude de nombreux mécanismes de défense chez la

vigne. Le développement de la culture en bioréacteur a donc représenté un enjeu majeur. En

effet, la possibilité de scale-up en culture de 2 L et plus permet l’obtention d’une biomasse

importante en restant sur un système de culture végétale permettant, par exemple, de

quantifier des protéines, des composés produits en faible quantité ou suivre des activités

enzymatiques. L’optimisation de la culture en bioréacteur est présentée dans la publication 2.

Une fois les conditions de culture définies et le système caractérisé, la recherche d’un

éliciteur capable d’induire la synthèse du resvératrol de manière reproductible a été menée.

Différents stress ont été envisagés pour cette étude, comme les UV-C, ainsi que l’emploi de

différentes molécules (Tableau 2). L’éliciteur ayant montré la plus grande efficacité est le

méthyl jasmonate (MeJA). Cet éliciteur a fait l’objet d’une étude approfondie dans le but de

définir les concentrations optimales d’utilisation, la cinétique de production de resvératrol,

ainsi que ses effets sur la biomasse. L’élicitation avec cette molécule a aussi été effectuée sur

des cultures en bioréacteur. La publication 2 présente l’ensemble de ces résultats ainsi que

l’étude quantitative de la synthèse du resvératrol produit et la caractérisation d’autres dérivés

stilbéniques et notamment des oligomères.
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Publication 2 : Bioproduction of resveratrol

and viniferins by an elicited grapevine

cell culture in a 2L stirred bioreactor
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Figure 10 : Photographies de deux différentes cultures de suspension cellulaire de
Vitis 41B, à gauche dans une cuve de 2 L et à droite dans une cuve de 10 L.
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II. Eléments d’optimisation de la bioproduction

i. Volume de culture

Dans le but d’optimiser le système de culture, les cultures en bioréacteur de 2 L ont été

multipliées avec différents essais de pale d’agitation. Dans la publication 2, la sensibilité des

suspensions de Vitis 41B vis-à-vis de la vitesse d’agitation et à une aération trop intensive a

été démontrée. La diminution ces deux paramètres conduit à un brassage faible des cellules

qui n’est pas compatible avec leur croissance. L’agrandissement de la taille de la pale semble

alors un paramètre intéressant à développer. L’emploi d’une pale marine de diamètre plus

large (8 cm) que celui utilisé classiquement dans les cuves de 2 L (6,5 cm) a montré un

brassage plus important de la culture et a ainsi permis une meilleure croissance des cellules.

Plusieurs essais ont pu aussi être menés avec une pale de type pitch blade de grand diamètre

(10 cm) permettant une vitesse de rotation de 15 rpm au lieu des 50 rpm précédemment

utilisés. Les premières expériences réalisées avec ce système montrent une absence

d’accumulation de cellules aussi bien au niveau de la partie supérieure de la cuve à l’interface

liquide/air, qu’en fond de cuve et limite de plus la formation d’agrégats et permet un brassage

plus uniforme. Cependant, s’agissant de manipulations récentes et préliminaires, la

croissance, ainsi que la production de resvératrol n’ont pas été quantifiées pour le moment

dans ce système de culture.

L’augmentation des volumes de culture est un paramètre incontournable pour un

développement en bioproduction. Des cultures en cuve de 10 L ont été réalisées, dans ces

conditions, les cellules ont montré une croissance inférieure à celle obtenue en culture de 2 L

(Figure 10). L’utilisation de ce type de bioréacteur possède une capacité de brassage limitée

dans le cas de culture végétale. L’optimisation de la culture semble s’accompagner de la

recherche d’un type de bioréacteur plus performant. L’utilisation de type colonne à bulle par

exemple pourrait permettre l’optimisation de la culture car cette configuration éviterait

l’utilisation de pales d’agitation.



Figure 11 : résultats préliminaires présentant l’effet de l’utilisation de billes de
résine Amberlite XAD16 lors de l’élicitation au MeJA (0,2mM) des suspensions
cellulaires de Vitis 41B.

A : schéma du chromatogramme couche mince obtenu 96 heures après l’élicitation
en présence ou non de résine.

B : effet des billes de résine sur la production de resvératrol et d’ε-viniférine et 
leurs conservations au cours du temps.
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ii. Adsorption du resvératrol

Les cyclodextrines permettent non seulement d’induire la production de resvératrol mais

aussi de protéger celui-ci contre sa métabolisation dans le milieu (Donnez et al., 2009).

L’utilisation des cyclodextrines a permis d’obtenir des quantités de resvératrol supérieures à 2

g/L de culture (Bru et Pedreno, 2006). De plus l’isolement du resvératrol du milieu de culture

peut limiter son contact avec les cellules et ainsi supprimer son adsorption au niveau des

parois et même sa réabsorption dans la cellule. Si un mécanisme de rétro contrôle de la

biosynthèse du resvératrol existe, celui-ci peut également être inhibé.

Nous avons développé différentes techniques afin de mimer l’effet des cyclodextrines

(Tableau 2). Dans un premier temps, nous avons réalisé une culture en fed-batch, mais le

problème est de soutirer le milieu sans prélever les cellules et ceci sans équipement

particulier. C’est pourquoi nous avons envisagé l’ajout dans la culture de substance capable

d’isoler le resvératrol. Nous avons testé l’acétate d’éthyl (AcOEt), qui est le solvant utilisé

pour l’extraction du milieu, celui-ci est apparu comme plutôt prometteur. Le solvant piège le

MeJA, ce qui évite son contact avec les cellules. L’AcOEt doit donc être ajouté après

l’élicitation. Ces manipulations n’ont pu être poursuivies par crainte d’émission de vapeurs du

solvant dans la pièce de culture et par le risque représenté par sa présence en quantité lors de

la réalisation potentielle de cinétiques. Il apparaîtrait souhaitable de développer un système de

contenants plus étanches pour ce type d’expérience.

Nous avons ensuite conduit des essais à l’aide de deux types de résines, des Séphadex

(résine de gel filtration) et des Amberlites (résines échangeuses d’ions), dans l’optique

d’adsorber le resvératrol. Dans le cas de la Séphadex, nous l’avons introduite dans un boudin

de dialyse. Ce boudin a alors été placé dans une fiole de culture. Le problème est que celui-ci

gène le brassage de la suspension et provoque une perte de viabilité. Nous avons ensuite

envisagé l’emploi de bille de résine Amberlite XAD1600. Les billes ont été ajoutées

directement dans la culture. Les résultats obtenus montrent que la quantité de resvératrol est

augmentée dans le cadre de l’ajout des billes couplé à une élicitation avec du MeJA à 0,2 mM

(Figure 11). Ces résines permettent également la préservation du resvératrol. En effet, aux

deux temps de cinétique à 4 et 8 jours, sa quantité est restée stable à l’instar de ce qui avait été

décrit pour les cyclodextrines. La limite à l’utilisation de ces résines est la difficulté de

séparation des billes et des cellules en fin de culture. En effet, la taille et la masse des billes et

des cellules sont très proches ce qui rend la séparation compliquée. La mise en place d’un
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compartiment permettant d’isoler les cellules des résines serait à envisager pour continuer à

travailler sur ce type d’approche.

III. Effet du chitosan sur le modèle de culture

Au niveau des éliciteurs testés (Tableau 2), le chitosan est apparu comme une molécule

présentant des propriétés intéressantes. En effet, cette molécule a été décrite sur vitroplants de

vigne comme capable d’induire les défenses de la plante mais également de promouvoir sa

croissance (Ait Barka et al., 2004). Ces propriétés peuvent constituer un avantage pour la

culture de suspensions cellulaires en vue d’une bioproduction. L’élicitation par le MeJA

semble induire une mort cellulaire. Deux hypothèses principales peuvent être émises pour

expliquer ce phénomène : (i) le MeJA est toxique et bloque la croissance cellulaire (Abe et

al., 1990), (ii) le resvératrol accumulé en grande quantité, suite au traitement par le MeJA, a

un effet toxique sur les cellules. Une molécule, comme le chitosan, dont certaines

concentrations stimulent la croissance en même temps qu’elles induissent de la synthèse de

stilbènes, est apparue comme intéressante à tester sur les cellules 41B. Au cours de la

publication 3, les résultats de manipulations réalisées dans le but d’étudier l’effet du chitosan

sur la croissance cellulaire et sur la production de stilbènes, seul ou en synergie avec le MeJA,

sont présentés.
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Publication 3 : Effect of chitosan and

methyljasmonate on resveratrol and ε-

viniferin productions in a grapevine cell

suspension
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Abstract

A grapevine cell suspension has been previously described for its ability to produce

stilbenes under MeJA elicitation in flasks and in a 2L bioreactor. In order to counterbalance

growth inhibition obtained with MeJA and putatively enhance the stilbene production, cells

were cultured in presence of chitosan, a potential growth-promoter and/or elicitor. Results

show that only the concentration 0.01 g/L of chitosan was able to promote cell growth (x 1.5)

but not stilbene synthesis. Coupling chitosan with MeJA did not affect the production levels

and time courses of both resveratrol and ε-viniferin compared to MeJa alone as elicitor. 

Furthermore, results clearly show that ε-viniferin formation is related to resveratrol 

metabolism, as reaveled by the kinetic of production. In the other hand, our results show that

chitosan remains a complex molecule to be used in bioproduction.



Figure 1: Effect of various chitosan concentrations on cell growth (from 0 to 5 g/L after

7 days of incubation). Significance of differences was analyzed using a two-tailed Student's t-

test with p<0.05 as significant.

Figure 2: Effect after 9 days of a 0.01 g/L chitosan concentration on cell growth.

Chitosan was introduced during cell subculture or 5 days after and with or without addition of

MeJA at the day 5. Significance of differences was analyzed using a two-tailed Student's t-test

with p<0.05 as significant.
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Introduction

Resveratrol, trans-3-5-4’trihydroxy-stilbene, is a grape phytoalexin involved in many

biological studies for its activities against cancer, heart diseases or diabetes (Frankel et al.,

1993 ; Pillarisetti, 2008 ; Kundu et Surh, 2008). The main source of resveratrol remains

Polygonum cuspidatum root extracts, especially for nutraceutical industry. Despite this, and

considering the need for sustainable processes, new sources of resveratrol are studied suchas

bioproduction using microorganisms and plant cells (Donnez et al, 2009). In particular,

grapevine cell cultures represents a valuable system to produce not only resveratrol, but also

derivatives used in the cosmetic industry like viniferins (Donnez et al., 2010). Elicitation

remains the more interesting way to stimulate secondary metabolite production in cell cultures

and the choice of the elicitor(s) represents a challenge to optimize cell response. As an

example, JA and its methyl derivative MeJA are elicitors currently used in cell cultures. In

grapevine cultures, MeJA was shown to provoke a large inhibition of cell growth of different

cell lines (Ferri et al., 2009; Donnez et al. 2010), phenomenon that could be a problem for the

level of stilbene production and cell viability. Experiments performed on in vitro plantlets of

grapevine in the presence of chitosan added in the culture medium, led to enhance plant

growth, as revealed by a faster development of roots and leaves (Ait Barka et al., 2004).

Chitosan has also been described as an elicitor, able to increase defense enzyme activities,

such as PAL and PR-proteins (chitinases, glucanases) (El Ghaouth et al. 1994; Trotel-Aziz et

al., 2006) or to enhance stilbene synthesis (Ferri et al., 2009; Ferri et al., 2011). Our objective

was to culture our Vitis 41B cell suspension in presence of chitosan in order to study its action

on cell growth in relation with stilbene production, in absence or in presence of MeJA. To our

knowledge, it is the first time that a kinetic of both resveratrol and ε-viniferin synthesis is 

presented using grape cell cultures.

Results

In order to study the role of chitosan on cell growth, different concentrations of chitosan

(0 to 5 g/L) were added at d0 of culture and the fresh weight of the Vitis 41B cells was

evaluated after 7 days of incubation (Figure 1). The results obtained showed a growth

slowdown with a chitosan concentration of 0.025 g/L and a large growth inhibition with

concentrations higher to 0.05 g/L in regard with the control without chitosan. By contrast, the

growth was increased by a 1.5 factor when cells were cultured in presence of 0.01 g/L



Figure 3: Effect of chitosan and MeJA alone or together on the resveratrol (A) or ε-

viniferin (B) production. Significance of differences was analyzed using a two-tailed Student's

t-test with p<0.05 as significant.
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chitosan. This concentration was then used for the measurement of stilbenes. The stilbene

production was only monitored in the culture medium since 90% of the resveratrol production

in 41B cells was excreted (Donnez et al., 2010). After the analysis of the chitosan treated

culture, no stilbene was detected in the medium, as in control cells.

As previously described (Donnez et al., 2010), the Vitis 41B cells showed the ability to

produce a large amount of resveratrol when they are treated with 0.2 mM MeJA, concurrently

to an inhibition of cell growth. In order to increase cell productivity, chitosan (0.01 g/L) was

used in addition to the MeJA elicitor in order to trigger the biomass and/or the resveratrol

production. The cell FW obtained after 9 days of culture was higher when chitosan was added

at d5, reaching 300 g/L but the result was not significantly different from an addition of

chitosan at d0 of the culture (Figure 2). The addition of MeJA led to an inhibition of cell

growth, alone or in association with chitosan, as confirmed by monitoring the FW of the cells

during 9 days (Figure 2). Concerning stilbene production, the two chitosan timings showed

the same profiles. First, maximal production of resveratrol was obtained 96 h after elicitation

of MeJA (d9) (Figure 3A), confirming our previous results (Donnez et al. 2010). Then a

decrease of resveratrol was obtained, that could be correlated with an increase of ε-viniferin 

production (Figure 3B). These results seem indicate that resveratrol was transformed into

viniferins (Donnez et al. 2010). This phenomenon could be related to the action of

peroxydases found in the medium of culture, as suggested by Martinez-Esteso et al. (2009), in

grapevine (Vitis vinifera cv. Gamay) cell cultures. Chitosan had no effect on stilbene

production in these conditions (Figure 3) since no enhancement of their quantity, nor no

alteration of their kinetics were observed. Results obtained with MeJA added alone or for

MeJA coupled with chitosan were significantly the same for each point of the kinetics.

Discussion

The goal of this work was to find an inducer able to both increase stilbene production and/or

promote a biomass increase, in order to counterbalance growth inhibition observed with

MeJA. In our conditions, only the concentration of 0.01 g/L chitosan was able to lightly

increase the growth of Vitis 41B cell suspension but no induction of stilbene synthesis was

obtained. These results reinforced results obtained with in vitro plantlets of grapevine

showing a better growth (Ait Barka et al., 2004), but are in opposition with the use of 0.05

g/L chitosan on Vitis vinifera cv Barbera cell suspension, in which no increase of growth was

recorded (Ferri et al., 2009). This effect on growth was not described in other studies where
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chitosan was described as a potential inducer of defenses (Kauss et al., 1989 ; Conrath et al.,

1989 ; Zhang et al., 2000) including resveratrol production (Ferri et al., 2009).

A synergistic effect between chitosan and other molecules such as MeJA, was already

shown on cell suspension of Taxus for the production of paclitaxel (Zhang et al., 2000). This

effect was not recovered for resveratrol synthesis using Vitis 41B cell suspensions.

Furthermore, it appeared that the kinetics of stilbene synthesis were not modified with or

without chitosan. Resveratrol production remained higher 96 h after elicitation and production

of viniferin followed resveratrol decrease, suggesting that resveratrol may be metabolized into

viniferins.

This work underlines that the use of chitosan as a growth promoter or elicitor is clearly

dependent of the plant system used; i.e. plantlets, or cell culture strains. Furthermore, the

polymerization degree and the deacetylation percentage of chitosan could be different

depending on the preparation of the chitosan solution, and these differences could have

important consequences on chitosan properties (Kauss et al., 1989). The chitosan ability to

increase the biomass without induction of resveratrol synthesis may be an interesting property

for a two stage culture with a first step of culture consisting in increasing the biomass in a

medium supplemented with chitosan, followed by a second step where MeJA is introduced in

order to induce the resveratrol synthesis.

Nevertheless, chitosan appeared as a complex molecule and its use has to be

standardized by using well-defined chitosan solutions in order to better characterize its

various biological effects. Furthermore, the obtention of ε-viniferins in the culture medium 

would lead to study mechanisms involved in the metabolization of resveratrol into more

complex structures.

Materials and methods

Cell culture

Flask experiments were conducted with a rootstock Vitis 41B cell suspension (Vitis

vinifera cv. Chasselas x Vitis berlandieri) as previously described (Donnez et al., 2010). Cell

growth and production time courses were conducted in triplicate by introducing 10 g of fresh

filtered cells in 300 mL flasks containing 90 mL of MS medium.
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Preparation of the chitosan solution

Shrimp shell chitosan was purchased from Sigma Aldrich (France) and ground to a fine

powder. Purified chitosan was prepared by dissolving chitosan in 0.25 N acetic acid, and the

undissolved particles were removed by centrifugation (15 min, 10000g). The viscous solution

was then neutralized with 2.5 N NaOH to pH 9.8 to precipitate the chitosan. Precipitated

chitosan was recovered by filtration, washed extensively with deionized water, and then

lyophilized. Chitosan stock solution (10 mg/mL) was prepared by dissolving chitosan in 0.05

N HCl, and the pH solution was adjusted to 5.6 by adding sodium hydroxide 1N. The stock

solution was autoclaved and subsequently added to sterile, distilled water to obtain desired

final chitosan concentrations of 2, 4, 6, and 8 mg/mL.

Treatments with chitosan and MeJA

To study the role of chitosan on cell growth, chitosan was added at d0 of the culture in

the culture medium. A range of concentrations between 0 g/L to 5 g/L was investigated. For

each concentration, manipulation was conducted three times in triplicate.

Concerning the putative elicitor effect of chitosan, two different experiments were

monitored, the first consisting to introduce the chitosan (10 mg/L) in culture medium at d0

and the second at d5. In order to determine a synergistic effect with MeJA, the same timing

than the one described before was used, and 0,5 mL of a solution of MeJA (Sigma) in 50%

EtOH (40 mM) was added at day 5 to obtain the final concentrations of 0.2 mM. Controls

were realized by addition of the same volume of ethanol without MeJA for the flask

experiment. Cell growth and resveratrol production were followed until day 11. Experiments

were realized in triplicate.

Stilbene extraction

Stilbene production was only analyzed in the culture medium since close to 90% of the

resveratrol produced is excreted (Donnez et al., 2010). Medium and cells were filtered under

reduced pressure and the medium was stored at -20°C until extraction. After thawing, medium

was washed by the same volume of AcOEt and the organic phase was evaporated to dryness

using a rotavapor (Laborata 4000 Efficient, Heidolph). The concentrate was resuspended in 1

mL of MeOH.





129

HPLC analysis

Ten microliters of the methanolic extracts were injected onto a Waters Spherisorb C18

S5ODS2 4 HPLC column (6x250 mm). The HPLC system used was a Waters apparatus

equipped with a 510 pump, a 600 gradient controller, a 717 automatic sampler thermostated at

4°C and a 2487 UV-visible detector. Elution solvents were A: CH3CN (Acros Organics) and

B: H2O (Direct Q5 Millipore). The gradient performed was the same as used by Jeandet et al.

(1997). UV detection was monitored at 285 and 307 nm. Resveratrol standard was from

Sigma and ε-viniferin from Actichem.  
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Figure 12 : Schéma d’une chromatographie en couche mince représentant
l’analyse des stilbènes des prélèvements à des temps différents après élicitation au MeJA
(0,2 mM) de milieu de culture de suspension cellulaire de Vitis 41B.
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IV. Accumulation du resvératrol et métabolisation

La production de resvératrol est induite de manière transitoire. En effet, il est excrété

dans le milieu au cours des 4 jours suivant l’élicitation pour atteindre son pic d’accumulation

maximum au quatrième jour. Ensuite sa quantité diminue rapidement (Figure 12) et les

oligomères apparaissent avec une accumulation maximale en ε-viniférine 7 jours après 

l’élicitation (Figure 12). Un parallèle entre la disparition du resvératrol et l’apparition de

formes oligomériques au niveau du milieu de culture peut être envisagé. La formation des

viniférines semble être réalisée par une dimérisation liée à l’action de peroxydases en

présence de H2O2. De telles enzymes ont été récemment décrites comme pouvant être

excrétées par des cellules de vigne en suspensions (Martinez-Esteso et al., 2009). La

publication 1 fait référence à des suspensions cellulaires de vigne capables de synthétiser

plusieurs grammes de resvératrol dans le cas d’une élicitation à l’aide de cyclodextrines (Bru

et Pedreno, 2006). Cet éliciteur est connu pour sa capacité à induire la synthèse de métabolites

secondaires, mais il a été aussi décrit comme ayant la propriété de protéger le resvératrol à

l’intérieur de sa structure (Lucas-Abellàn et al. 2008). Cette protection limite l’oxydation du

resvératrol ainsi que son oligomérisation. L’arrêt de l’accumulation du resvératrol est un

phénomène intéressant d’autant plus que les oligomères ont une accumulation jusqu’à un

maximum, suivi d’une diminution de leur quantité (Figure 12). L’hypothèse d’une rétro

inhibition de la synthèse du resvératrol liée à son accumulation semble cohérente avec l’arrêt

de sa synthèse après 4 jours. Toutefois, l’arrêt de cette synthèse observée 4 jours après

l’élicitation dans notre système pourrait être lié également à la mort cellulaire (Tassoni et al.,

2005). Ces deux hypothèses ne semblent pas être en relation avec ce qui a été observé au

niveau des suspensions élicitées par les cyclodextrines, où le resvératrol est bloqué. Malgré

cela l’accumulation maximale est aussi obtenue 4 jours après élicitation.



Figure 13 : Comparaison de la production de resvératrol des suspensions
cellulaires de V. labrusca et de 41B suite à un traitement au MeJA aux concentrations de
0,2 et 0,4 mM seul ou avec l’ajout d’alanine à une concentration de 50 mg/L.
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V. Comparaison des propriétés des suspensions cellulaires de Vitis 41B et

de Vitis labrusca cv. Concord

Pour démontrer les variations qui existent au niveau de la réponse aux éliciteurs les

suspensions de Vitis 41B ont été comparées à des suspensions de Vitis Labrusca cv. Concord.

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration au cours d’un séjour de quatre mois

au sein du laboratoire du professeur Vincenzo de Luca à Brock university (Ontario, Canada)*.

Ce laboratoire avait développé une suspension cellulaire de vigne répondant à une

élicitation à l’alanine (Chen et al., 2006). Des tests d’élicitation ont donc été réalisés pour

observer l’effet du MeJA et de l’alanine seul ou en synergie sur les deux types de suspension.

Ces deux suspensions ne présentent pas de synthèse de stilbène en condition témoin,

curieusement, l’alanine introduite seule n’a pas induit la synthèse des stilbènes chez les deux

souches cellulaires (Figure 13). Le MeJA en revanche a permis l’obtention de resvératrol au

niveau des deux différentes suspensions. De la même manière que pour la culture de 41B, les

suspensions de V. labrusca excrètent majoritairement le resvératrol dans le milieu. Au niveau

de l’effet dose de MeJA, la concentration de 0,2 mM a été confirmée pour une élicitation des

cellules de 41B, mais chez les cellules de V. labrusca la concentration optimale est de 0,4

mM. De plus, un effet synergique entre cette concentration de MeJA et d’alanine 50 mg/L

(Chen et al., 2006) a été observé pour les suspensions de V. labrusca (Figure 13). Toutefois,

cette synergie permet d’augmenter le niveau de production de resvératrol de cette culture sans

pour autant égaler la production des cellules de 41B (Figure 13).

Des différences importantes dans le niveau de production et dans les conditions

d’induction de la synthèse des stilbènes semblent donc exister d’une suspension cellulaire à

une autre. Cela explique la difficulté d’adaptation et de généralisation des techniques

d’élicitation.

* Ce séjour a fait l’objet d’un financement de l’Ontario Centre of Excellence (OCE).
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VI. Conclusion

La suspension cellulaire de Vitis 41B élicitée par une solution de MeJA s’est avérée être

un système intéressant pour l’étude de la biosynthèse des stilbènes. Ce système cellule-

éliciteur est un modèle reproductible permettant l’obtention de resvératrol et de certains autres

stilbènes, comme l’ε- et la δ-viniférine, jamais décrits jusqu’à présent en culture en 

bioréacteur. Par cette singularité et par la quantité de stilbènes produits, l’utilisation de ce

système pour la bioproduction pourrait être envisagée. En effet, les cellules 41B présentent

une cinétique de croissance rapide pour un système végétal, une bonne adaptation aux

conditions de culture en bioréacteur et un système d’excrétion permettant l’extraction des

molécules dans le milieu de culture. Contrairement aux autres systèmes de suspensions

cellulaires de vigne décrits dans la bibliographie (Donnez et al., 2009), la suspension

cellulaire de Vitis 41B ne présente pas d’accumulation de stilbènes de manière constitutive et

peut présenter une oligomérisation du resvératrol après induction de sa synthèse. Ce système

se définit donc comme un modèle intéressant dans l’étude fondamentale des mécanismes

cellulaires qui régissent la synthèse, le transport et l’oligomérisation du resvératrol. Ces

mécanismes sont actuellement très peu documentés au niveau de la bibliographie.
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Partie 2 : cinétique

d’apparition du resvératrol,

localisation de sa synthèse et

mécanismes d’excrétion.
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I. Introduction

La compréhension des mécanismes cellulaires liés à la synthèse du resvératrol apparait

comme fondamentale pour mieux appréhender la défense de la vigne. En effet, cette molécule

a été décrite comme étant fortement liée à la résistance ou à la sensibilité de différents

cépages (Schnee et al., 2008). La relation entre la quantité de resvératrol synthétisé et la

tolérance vis-à-vis de Botrytis cinerea a été démontrée in vitro chez le porte-greffe 41B

génétiquement modifié (Coutos-Thévenot et al., 2001). Toutefois, la quantité de resvératrol ne

serait pas l’unique facteur impliqué pour expliquer la résistance. En effet, la cinétique

d’apparition, la localisation et la différenciation en dimères ou en picéides du resvératrol sont

des paramètres qui influencent aussi la résistance et la sensibilité d’un cépage (Schnee et al.,

2008).

i. Cinétique d’apparition du resvératrol

La cinétique d’apparition du resvératrol qui a pu être déterminée actuellement est basée

sur l’accumulation d’ARNm de la STS au niveau des cellules suite à l’élicitation et sur

l’analyse par HPLC de l’accumulation du resvératrol (Jeandet et al., 2010).

1. Accumulation des ARNm de la STS

Les ARNm de la STS sont accumulés en deux vagues successives. Selon les espèces, la

première intervient de 6 à 12 heures après l’élicitation et la seconde suit quelques heures après

(Jeandet et al., 2010). Il est difficile d’évaluer le temps nécessaire séparant l’induction des

ARNm et l’obtention du resvératrol, mais ce mécanisme n’est pas instantané. Le resvératrol

ne serait accumulé et ne pourrait participer à la défense de la plante que plusieurs heures après

la reconnaissance d’un pathogène, laissant à celui-ci le temps de se développer.

Des travaux récents sur la localisation de la STS ont montré que cette enzyme était chez

la vigne présente de manière constitutive au niveau de tous les organes de la plante, même si

ces organes n’accumulent pas de resvératrol de manière constitutive (Fornara et al., 2008 ;

Wang et al., 2010). Trois mécanismes complémentaires interviendraient alors après induction

des défenses : une activation de la STS présente constitutivement ou une réorganisation



Figure 14 : Variation du niveau de resvératrol et de stilbène synthase dans
différents organes d’une plantule de vigne. A : Présentation des différents parties de la
plante considérés lors de cette expérience : la partie apicale (shoot tip = Sh T), le
bourgeon axillaire (axillary bud = Ax B), le pétiole (petiole), la feuille (leaf), le phloème
de la tige (stem phloem = Stem P), le xylème de la tige (stem xylem = Stem X) et la racine
(root). B : Contenu en resvératrol dans ces différentes parties. C : Analyse en Western
blot de la quantité de STS dans ces différentes zones. D : Analyse en RT-PCR de
l’expression des STS dans ces différents organes. D’après Wang et al., 2010.
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de la distribution en resvératrol ainsi qu’une induction de l’expression des gènes dans le but

d’obtenir une plus grande quantité d’enzyme. Cette hypothèse permettrait une synthèse rapide

de resvératrol et la défense serait renforcée plus tardivement par l’activation des enzymes

produites de novo (Wang et al., 2010).

2. Analyse en HPLC de l’accumulation du resvératrol

L’analyse par HPLC d’extraits de feuilles montre que le resvératrol est accumulé 20

heures après l’induction des défenses (Jeandet et al., 2010). L’HPLC nécessite une

préparation des échantillons passant par plusieurs étapes d’extraction. De plus, cette technique

ne permet que de réaliser la quantification d’une accumulation à un instant précis et sur une

quantité d’échantillon relativement importante, de l’ordre de quelques dizaines de mg de

biomasse. Il est alors impossible d’obtenir une cinétique précise et continue de l’apparition du

resvératrol au niveau cellulaire. Toutefois des travaux récents réalisés sur des feuilles de

plantules de vigne ont montré l’apparition d’une faible quantité de resvératrol dans les 8

heures suivant l’induction par les UV (Wang et al., 2010).

ii. Localisation de la synthèse du resvératrol

Dans le but de déterminer la localisation de la synthèse de resvératrol chez la vigne, les

STS ont été recherchées par marquage immunologique. Des anticorps anti-STS marqués ont

alors permis de localiser les zones où les STS étaient présentes au niveau de la plante mais

aussi à l’échelle cellulaire.

1. Localisation dans la plante

Les STS sont retrouvées principalement de manière constitutive dans les vaisseaux

conducteurs de la tige, dans les bourgeons axillaires, dans les pétioles et les limbes foliaires

(Figure 14) (Wang et al., 2010). La présence du resvératrol a été mise en évidence au niveau

des racines, des bourgeons axillaires et surtout du phloème de la tige (Figure 14). Cette

observation pourrait alors être expliquée par un mécanisme de transport qui permettrait

l’excrétion du resvératrol par les cellules productrices vers le phloème. Le resvératrol serait





145

ensuite transporté par le phloème et distribué au niveau des différents organes et en particulier

vers la tige et la racine (Wang et al., 2010).

2. Localisation cellulaire

La localisation des STS au niveau cellulaire a été discutée au cours de l’introduction

générale. Les STS sont présentes en particulier dans le cytoplasme sous forme libre ou dans

des vésicules et dans la paroi principalement (Fornara et al., 2008 ; Wang et al., 2010) mais

elles ont été identifiées également au niveau de l’enveloppe du noyau et dans la vacuole

(Wang et al., 2010).

iii. Propriétés du resvératrol

Comme nous venons de le décrire, c’est essentiellement par une localisation des STS

que la biosynthèse du resvératrol a été décrite au sein des cellules donc de façon indirecte.

Cependant, les stilbènes et le resvératrol, notamment, possèdent des propriétés optiques

particulières. En effet, ces molécules ont la caractéristique d’émettre une fluorescence quand

elles sont excitées par une lumière UV. Le spectre des différents stilbènes est très proche mais

il varie en longueur d’onde et en intensité. Cette propriété optique est utilisée dans le dosage

des stilbènes par HPLC ou leur suivi en FPLC (Donnez et al., 2010). Egalement employée

pour la détection des stilbènes de manière macroscopique sur feuille ou baies (Petit et al.,

2009), ou par microscopie optique à épifluorescence au niveau cellulaire (Donnez et al.,

2010), cette fluorescence pourrait représenter un moyen d’étude in vivo très sensible.



Figure 15 : représentation schématique du protocole expérimental utilisé pour les
observations en vidéomicroscopie et en microscopie confocale. La partie en vert est
spécifique à la vidéomicroscopie ; les cellules observées en microscopie confocale sont
traitées et incubées en fiole d’Erlenmeyer.
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II. Matériels et méthodes

i. Le matériel végétal

Les suspensions cellulaires de Vitis 41B sont cultivées en routine en fiole d’Erlenmeyer

de 300 mL contenant chacune 100 mL de cellules végétales en suspension dans un milieu de

culture liquide Murashige and Skoog (MS) (Murashige et Skoog, 1962) supplémenté avec 0.5

mg/L de benzylaminopurine (BAP) et 0.2 mg/L de 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)

(Annexe 1). Ces suspensions sont cultivées à l’obscurité sur un agitateur magnétique orbital

(110 rpm) à une température de 23°C et leur croissance est maintenue par une dilution au

demi chaque semaine. En suspension, chaque cellule est isolée ou associée à une ou deux

autres par leurs extrémités (restées jointives après la mitose). Les suspensions cellulaires

végétales présentent une population de cellules hétérogènes par leur taille et leur phase dans le

cycle cellulaire. La division de ces cellules n’est pas synchrone. Pour nos observations, nous

avons donc sélectionné le type cellulaire le plus représentatif de la suspension, soit des

cellules d’une taille de 100 µm environ jointives à une autre cellule par une de ses extrémités.

ii. Préparation des suspensions cellulaires pour la microscopie

Le montage entre lame et lamelle des cellules en suspension de Vitis 41B ne représente

pas un moyen d’observation pertinent. En effet, ces cellules ont un volume important et elles

se retrouvent aplaties dans ces conditions. Nous avons donc développé un protocole

permettant une observation optimale (Figure 15) en plaçant les cellules dans une boite de

Pétri. Elles sédimentent alors à travers le milieu de culture et sont maintenues en place au

fond de la boite par gravité. Pour les observations de fluorescence, une boite de Pétri à fond

verre est nécessaire. Dans le cas où l’élicitation est réalisée directement dans la boite,

l’éliciteur est introduit dans le milieu puis la boite est légèrement agitée.
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iii. Observation en vidéomicroscopie

1. Acquisition des images

La vidéomicroscopie plein champ a été réalisée avec un vidéomicroscope inversé

NIKON TE 300 couplé à une caméra CCD (charged coupled device) Micromax (Roper

Scientific, Evry, France). Le resvératrol est excité à une longueur d’onde de 330 nm

sélectionnée avec un monochromateur Polychrome II (TILL Photonics, Planegg, Germany)

conformément au spectre d’excitation du resvératrol (Liang et al., 2008). La fluorescence

émise a été détectée en utilisant un objectif x 40 Plan Fluor (Nikon) et un bloc filtre UV-2A

(Ex 330-380, DM 400 et BA 420).

Ce microscope est équipé d’un obturateur automatique qui permet d’exposer les cellules

à l’excitation uniquement pendant le temps d’exposition nécessaire à l’acquisition de l’image,

limitant ainsi l’effet éliciteur potentiel des UV sur les cellules.

Dans le but d’obtenir le suivi de la variation précoce de l’intensité de fluorescence, les

images ont été enregistrées durant 1h30 avec un intervalle de 1 min, puis pendant 6 h avec un

intervalle de 2 min et enfin toutes les 5 min pendant 20 h. Le temps d’exposition de la caméra

choisie (1 s) permet d’obtenir une sensibilité suffisante pour capter une faible intensité de

fluorescence tout en limitant la saturation lorsque cette intensité est élevée en fin

d’acquisition. Ces expériences ont été réalisées en utilisant le logiciel Metafluor (Molecular

device, Downigton, USA).

Des expériences identiques ont été réalisées avec des cellules non-élicitées. Toutes ces

manipulations ont été répétées trois fois.

2. Quantification de l’intensité de la fluorescence

La quantification des variations de concentration du resvératrol a été réalisée avec le

logiciel Metamorph (Molecular device, Downigton, USA) en mesurant les variations de

l’intensité des pixels sur les différentes images acquises au cours du temps. Sur chacune de

ces images, nous avons mesuré l’intensité de fluorescence par unité de surface soit sur la

cellule entière soit sur des régions sélectionnées au niveau de la paroi. L’intensité de



Figure 16 : Photographie de cellules témoins de Vitis 41B observée en
vidéomicroscopie obtenues au cours d’un suivi cinétique sur 28 heures. Différents plans
ont été sélectionnés à 0 (A), 8 (B), 16 (C), 20 (D), 24 (E) et 28 (D) heures pour représenter
l’évolution de l’intensité de fluorescence émise au niveau des cellules au cours du temps.
Les noyaux, qui présentent une auto-fluorescence plus intense, ont été marqués par un N
de couleur rouge.
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fluorescence corrigée correspond à l’intensité de fluorescence mesurée à laquelle nous avons

soustrait le bruit de fond résiduel sur chaque image.

iv. Observation en microscopie confocale

Nous avons utilisé un microscope confocal LSM 710 NLO Zeiss (Iena, Germany). Ce

microscope est couplé à un laser pulsé Titanium-Sapphire CHAMELEON (Coherent, Santa

Clara, USA) utilisé à la longueur d’onde de 715 nm avec une puissance de 5%. Les cellules

vivantes sont observées dans une boîte de Pétri à fond verre contenant 2 mL de milieu de

culture avec un objectif à immersion x 63 (ON 1,4). L’intensité de fluorescence émise par le

resvératrol est collectée avec un filtre passe-bande (370 – 450 nm).

Les piles d’images en Z sont enregistrées avec un pas de 0,5 µm, un zoom numérique x

2 ou x 5 et un filtre de moyennage sur 4 pixels.

Les reconstructions en 3D ont été obtenues à l’aide du logiciel AMIRA (Mercury,

Noosa Heads, Australia).



Figure 17 : Photographies de cellules élicitées au MeJA 0,1 mM obtenues au cours
d’un suivi cinétique sur 28 heures.

Différents plans ont été sélectionnés à 0 (A), 8 (B), 16 (C), 20 (D), 24 (E) et 28 (D)
heures pour représenter l’évolution de l’intensité de fluorescence émise au niveau des
cellules au cours du temps. L’apparition de zones d’intensité de fluorescence plus
intense a été indiquée par des flèches blanches. Les noyaux, qui présentent une
fluorescence intense, ont été représentés par un N de couleur rouge.
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III. Résultats et discussions

i. Cinétique d’apparition du resvératrol

1. Observation microscopique

Les cellules végétales, et en particulier celles de vigne, synthétisent de nombreux

composés phénoliques. Ces cellules présentent donc une auto-fluorescence lorsqu’elles sont

excitées en lumière UV. La longueur d’onde choisie (330 nm) pour l’observation du

resvératrol présente un compromis satisfaisant entre une excitation efficace du resvératrol tout

en limitant cette auto-fluorescence (résultats non présentés).

Les cellules non élicitées présentent au cours de la cinétique de 28 heures une faible

augmentation de l’intensité de fluorescence (Figure 16). Celle-ci se traduit par une

fluorescence diffuse sur la cellule. Les cellules élicitées présentent en revanche une

augmentation de l’intensité de fluorescence importante avec un renforcement en fin de

cinétique (Figure 17). Cette apparition se traduit dans les premières heures après élicitation

par une apparition de zone présentant une intensité de fluorescence plus marquée au niveau du

cytoplasme proche de la membrane plasmique (Figure 17). En fin de cinétique l’intensité de

fluorescence augmente de manière significative et présente une localisation plus diffuse

(Figure 17).

2. Quantification de l’intensité de fluorescence

Ces variations de l’intensité de la fluorescence au niveau des cellules élicitées et non

élicitées sont présentées dans la Figure 17. Nous avons observé un accroissement de

l’intensité de fluorescence de 30 % pour les cellules non élicitées et de 230 % pour les cellules

élicitées. Pour les cellules témoins, cette augmentation est faible et régulière. Les cellules

élicitées présentent, quant à elles, une augmentation continue de l’intensité de fluorescence

qui débute à 8 heures (500 min) après élicitation, s’accentue à partir de 17 heures (1000 min),

puis ralentit après 23 heures (1400 min) (Figure 18).

Compte tenu des paramètres utilisés, l’intensité de fluorescence peut être corrélée à

l’intensité de fluorescence intrinsèque des stilbènes. D’un point de vue biosynthétique, le

premier stilbène obtenu est le resvératrol. Nous pouvons alors faire le parallèle entre



Figure 18 : Variation de l’intensité de fluorescence au cours du temps émise au
niveau des cellules de Vitis 41B avec ou sans élicitation avec une concentration de 0,1
mM de MeJA.
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l’intensité de fluorescence mesurée et la fluorescence intrinsèque du resvératrol. Il est alors

possible d’envisager d’expliquer de manière mécanistique les profils obtenus.

Au niveau des cellules non élicitées, l’augmentation faible de l’intensité de fluorescence

observée peut être expliquée par une induction de la synthèse du resvératrol par l’excitation

UV nécessaire à l’acquisition des images. En effet les UV sont décrits comme ayant un rôle

éliciteur de la synthèse du resvératrol sur cals et sur feuille (Langcake et Pryce, 1977 ; Ku et

al., 2005). Les temps d’exposition très courts limitent néanmoins cette induction mais

n’autorisent pas de s’en affranchir complètement.

Au niveau des cellules élicitées par le MeJA, l’induction de la synthèse de resvératrol

semble débuter de manière précoce (8 heures). Le resvératrol semble donc être synthétisé et

accumulé de manière plus rapide après l’élicitation comparativement aux résultats décrits

précédemment dans la littérature (Jeandet et al., 2010). Le profil de suivi de la synthèse

précoce de resvératrol obtenu vient appuyer l’hypothèse émise sur la présence de STS

constitutive. En effet, une accumulation précoce de resvératrol, obtenue seulement 8 heures

après l’introduction de l’éliciteur, ne peut être expliquée par une synthèse de novo de STS.

Les ARNm de la STS sont chez la vigne obtenus en deux vagues dont la première apparait

entre 6 et 12 heures (Jeandet et al., 2010). Ce temps est donc trop court pour obtenir des

enzymes actives. La synthèse précoce de resvératrol pourrait donc bien être réalisée par des

STS présentes de manière constitutive. Entre 15 et 20 heures, une intensification de

l’accumulation du resvératrol est visible, cette phase pourrait alors être due à l’activation des

STS synthétisées de novo. Après 20 heures, un ralentissement de cette accumulation se

dessine avant une reprise à environ 25 heures. Ce ralentissement pourrait être expliqué par un

équilibre entre la synthèse et l’excrétion du resvératrol. En effet, 24 heures après élicitation,

du resvératrol peut être détecté dans le milieu de culture en CCM et en HPLC.

La technique de vidéomicroscopie a permis l’obtention d’information sur la cinétique

précoce de la synthèse de resvératrol. Toutefois elle a pu mettre en évidence l’apparition à

l’intérieur des cellules élicitées de structures présentant une intensité de fluorescence

importante. Ces structures apparaissent de manière précoce et leur nombre augmente au cours

de la cinétique (Figure 19). Afin de déterminer la réalité de ces structures et leurs origines,

nous avons choisi d’avoir recours à la microscopie confocale afin de compléter nos

observations et de définir plus précisément la localisation de l’accumulation du resvératrol.



Figure 19 : Détail d’une photographie de cellules Vitis 41B 28 heures après
élicitation au MeJA 0,1 mM. L’apparition de zones d’intensité de fluorescence plus
intense a été indiquée par des flèches blanches. Les noyaux, qui présentent une
fluorescence intense, ont été représentés par un N de couleur rouge.

Figure 20 : Reconstructions 3D des cellules végétales de Vitis 41B (taille réelle des
cellules : 100 µm) réalisées en microscopie optique confocale (λ = 710 nm) (confocale) et 
traitées avec le logiciel de reconstruction 3D Amira. Ces cellules ont été incubées dans
une solution de resvératrol (0,1 mg/mL) pendant 30 minutes. La colonne de gauche
présente la reconstruction de l’intensité de fluorescence en rendu volumique (Voltex)
émise par les cellules après différents temps d’incubation avec du MeJA. Les deux
autres colonnes présentent ces mêmes cellules avec un rendu surfacique (isosurface).
Les rendus surfaciques sont représentés respectivement par le rouge pour les faibles
niveaux d’intensité de fluorescence et le jaune pour les plus intenses.
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ii. Localisation de l’apparition du resvératrol et transport

Les images obtenues en microscopie confocale ont été enregistrées sur des cellules de

taille et de morphologie semblables. Les cellules étudiées ont une taille d’environ 100 µm de

longueur avec un diamètre de 40 µm et elles sont jointives par l’une de leurs extrémités. Ces

cellules représentent la majorité de la population cellulaire.

1. Observation de cellules incubées avec du resvératrol

Le resvératrol a la propriété, lorsqu’il est apporté de manière exogène à des cellules,

d’adhérer à leur paroi (Adrian, 2006b). Nous avons utilisé comme échantillon de référence

des cellules incubées avec du resvératrol afin de déterminer les conditions optimales

d’observation en microscopie confocale. Les cellules incubées avec cette solution de

resvératrol présentent, après reconstruction en 3 dimensions (3D), une intensité de

fluorescence diffuse sur toute la surface cellulaire (Figure 20).

2. Observation des cellules élicitées

Les cellules ont été élicitées au MeJA en fiole d’Erlenmeyer et incubées jusqu’au

prélèvement pour l’observation au microscope. Elles ont ensuite été observées après 2, 3, 4 et

7 jours d’incubation. Ces différents temps de prélèvement sont en accord avec la variation de

la quantité de resvératrol mesurée dans le milieu de culture (Publication 2).

Les cellules, 48 heures après élicitation, montrent par la représentation Voltex des zones

de fluorescence plutôt localisées à la périphérie de la cellule (Figure 21 A). La reconstruction

3D avec un traitement surfacique, basée sur la fluorescence du resvératrol confirme cette

observation et indique une faible intensité de fluorescence, représentée en rouge sur la Figure

21 B et C (la couleur est fonction de l’intensité de fluorescence). Celle-ci est matérialisée sur

la partie la plus externe de la cellule par des zones discontinues plus ou moins étendues. Après

72 heures, le Voltex traduit une fluorescence plus intense au niveau des zones localisées mais

aussi la présence d’une fluorescence diffuse en périphérie (Figure 21 D). Cette augmentation

est bien mise en évidence par la reconstruction qui montre que la partie externe de la cellule

présente une intensité de fluorescence recouvrant toute sa surface. Cette fluorescence

représentée sous la forme de deux feuillets externes par le traitement en isosurface correspond



Figure 21 : Reconstructions 3D des cellules végétales de Vitis 41B (taille réelle des
cellules : 100 µm) réalisées en microscopie optique multiphoton (λ = 710 nm) (confocale) 
et traitées avec le logiciel de reconstruction 3D Amira. La colonne de gauche présente la
reconstruction de l’intensité de fluorescence en rendu volumique (Voltex) émise par les
cellules après différents temps d’incubation avec du MeJA. Les deux autres colonnes
présentent ces mêmes cellules avec un rendu surfacique (isosurface). Les rendus
surfaciques sont représentés respectivement par le rouge pour les faibles niveaux
d’intensité de fluorescence et le jaune pour les plus intenses.
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à un volume périphérique de la cellule. A un niveau plus interne, de petites structures de

forme arrondie, colorées en jaune (intensité de fluorescence forte), sont visibles (Figure 21 E

et F). Elles traversent le volume représenté par les deux feuillets rouges et sont aussi

observées par l’isosurface extérieure (Figure 21 F), traduisant la présence de resvératrol du

côté externe de la cellule (Figure 21 F). A 96 heures, le Voltex présente une fluorescence

moins intense, diffuse et sans présence de zones intenses localisées (Figure 21 G).Quelques

structures arrondies sont visibles en position plus interne mais le volume périphérique est plus

marqué, montrant une coloration jaune au niveau des deux feuillets et au niveau de la jonction

de deux cellules. L’observation de l’isosurface extérieure présente une structure lissée,

traduisant une fluorescence homogène et générale sur l’ensemble du contour cellulaire (Figure

21 H). L’observation des cellules à 168 heures (Figure 21 J, K et L) montre une représentation

Voltex assez confuse mais les isosurfaces indiquent une persistance de la fluorescence sur

l’ensemble de la cellule mais de manière moins homogène qu’à 96 heures.

3. Discussion

a. Le volume périphérique

Le volume, représenté par les deux feuillets colorés en rouge (Figure 21), pourrait

correspondre à la paroi cellulaire. Cependant, sans marquage spécifique, il est difficile de

localiser avec précision cette intensité de fluorescence. Toutefois, en microscopie en lumière

transmise, nous observons que la paroi des cellules en suspension est très fine. Les isosurfaces

entourant le volume périphérique sembleraient représenter la partie la plus externe de la paroi

et la surface externe de la membrane plasmique. Il est possible de comparer ces observations

avec celles réalisées lors de l’incubation de cellules non-élicitées avec du resvératrol où il a

été mis en évidence que ce composé pouvait venir s’adsorber à la paroi. Le franchissement de

la membrane plasmique par le resvératrol pourrait être obtenu par différents mécanismes, la

diffusion simple ou par transports actifs par exemple (Suzuki et al., 2010). Lorsque les

cellules sont élicitées, l’accumulation maximale de resvératrol est obtenue dans le milieu de

culture (Donnez et al., 2009, 2010). Trois hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer

ces observations : soit le resvératrol est synthétisé dans la paroi où la STS est présente

(Fornara et al., 2008), soit le resvératrol est synthétisé dans la cellule et est ensuite excrété,
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mais il est aussi possible que ces deux phénomènes coexistent. Dans les deux cas, la cellule

limiterait la quantité de resvératrol présente à l’intérieur du cytoplasme. Cette observation est

aussi confirmée par la transformation en picéide du resvératrol et son stockage dans la

vacuole réalisé chez certains cultivars (Donnez et al., 2009).

b. Les zones à forte intensité de fluorescence

Ces zones arrondies de tailles variées présentent une forte intensité de fluorescence spécifique

du resvérarol (Figure 21). Elles pourraient alors représenter les vésicules cytoplasmiques

décrites dans la bibliographie et qui contiennent la STS (Fornara et al., 2008 ; Wang et al.,

2010). Ces vésicules seraient alors mises en évidence en microscopie par le resvératrol

qu’elles contiennent. La localisation de ces vésicules au niveau du cytoplasme est aussi un

point de convergence avec la localisation plus interne des structures jaunes par rapport au

volume périphérique à 48 heures. En revanche, ces zones se retrouvent au milieu de ce

volume à 72 heures, ce qui peut conduire à l’hypothèse que ces vésicules subissent un

phénomène d’exocytose, pouvant ainsi expliquer la présence des STS dans la paroi. Les spots

de fluorescence traversent le volume périphérique et dans l’hypothèse où ce volume

représente la paroi végétale, ce comportement peut correspondre aux mécanismes classiques

de transports actifs. Dans le cas de vésicules d’exocytose, celles-ci fusionnent avec la

membrane plasmique en libérant leur contenu à l’extérieur de la cellule au niveau de la paroi

(Battey et al., 1999). Cette libération crée un important flux d’excrétion qui permet la

traversée de la paroi par diffusion simple. Ce phénomène serait matérialisé ici par la

formation de zones de faible diamètre mais de l’épaisseur de la paroi présentant une intensité

de fluorescence plus intense marquée en jaune. Ces zones représenteraient alors la diffusion

du resvératrol émise lors de l’exocytose ou lors de la traversée de canaux transmembranaires.
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IV. Conclusion

Les observations réalisées ont permis de mieux appréhender la cinétique précoce

d’apparition du resvératrol dans les cellules en suspensions de Vitis 41B après élicitation. Les

informations recueillies indiquent une synthèse en deux temps. Une première phase de

synthèse mise en place très rapidement après l’élicitation probablement due à l’activation de

STS constitutives (Wang et al., 2010). Ensuite, une seconde phase où les STS produites de

novo entrent en action et induisent une intensification de la synthèse de resvératrol.

Concernant la localisation et le transport du resvératrol, il est difficile dans l’état actuel,

de conclure quant aux mécanismes et aux structures cellulaires impliqués précisément.

Toutefois, les résultats obtenus en microscopie permettent de mettre en évidence un certain

nombre de caractéristiques concernant la biosynthèse du resvératrol :

- tout d’abord notre système d’étude est pertinent pour accéder aux événements

précoces de la localisation de la biosynthèse du resvératrol ; l’absence de stilbènes dans les

cellules non-élicitées permet des comparaisons liées directement à une synthèse de novo du

resvératrol.

- la complémentarité des méthodes microscopiques utilisées a permis de montrer que la

synthèse du resvératrol était cytosolique, voire pariétale mais en aucun cas vacuolaire.

- l’excrétion du resvératrol produit après élicitation est massive, comme l’ont montré les

quantifications par HPLC ; le suivi dynamique du resvératrol en vidéomicroscopie et en

microscopie confocale confirme qu’il existerait des zones cellulaires localisées pour sa

biosynthèse et son excrétion. Ceci est en accord avec la mise en évidence par

immunolocalisation de vésicules cytosoliques contenant les STS (Fornara et al., 2008 ; Wang

et al., 2010). L’observation des structures jaunes de fluorescence traversant le volume

périphérique semble indiquer une excrétion également localisée et importante, confirmée par

l’augmentation de la quantité de resvératrol dans les suspensions élicitées qui est maximale à

96 heures. Il est donc possible d’envisager que la biosynthèse du resvératrol a lieu dans des

vésicules cytosoliques et que le composé soit ensuite excrété par des transporteurs situés dans

la membrane plasmique (Suzuki et al., 2010), avant de diffuser à travers la paroi de la cellule.

Des analyses supplémentaires sont donc nécessaires pour compléter ce travail, notamment par

des marquages spécifiques des structures cellulaires (paroi par exemple) pour une meilleure

localisation des structures impliquées et la recherche des transporteurs du resvératrol

participant à son excrétion massive.
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Discussion générale
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Au cours de ce travail, il s’agissait premièrement de mettre en place un modèle d’étude

performant dans le cadre de l’étude des stilbènes de la vigne. Pour répondre à cet objectif,

l’emploi d’une suspension cellulaire issu d’un porte-greffe, le Vitis 41B, est apparu comme

pertinent dans le sens où les porte-greffes ont pour rôle d’accroitre les capacités de défense

des vignes européennes, notamment contre le phylloxéra. Les autres systèmes cellulaires

décrits dans la bibliographie correspondent généralement à des cultivars de l’espèce Vitis

vinifera (Donnez et al., 2009). Le système cellulaire de Vitis 41B a montré au cours des

différentes manipulations des caractéristiques permettant d’envisager l’étude fondamentale de

la synthèse du resvératrol à l’échelle cellulaire mais aussi une application en bioproduction.

Les différents aspects développés au cours de ce travail ont permis une connaissance

approfondie de ce système cellulaire mais ont aussi apporté des éléments concrets sur la

cinétique et la localisation du resvératrol, ouvrant des perspectives appliquées et

fondamentales.

I. Propriétés du système de suspension cellulaire Vitis 41B

Au niveau de la croissance, ce système de culture présente des performances

intéressantes par rapport aux autres systèmes décrits dans la bibliographie (Donnez et al.,

2009). Le temps de doublement des cellules de Vitis 41B a été évalué à 4 jours. Il présente

une phase de latence brève de 2 jours et la cinétique complète est achevée en 14 jours . Durant

ce temps de culture, la biomasse est multiplié d’un facteur 7 (Donnez et al., 2010).

Nous avons montré que les suspensions cellulaires de Vitis 41B sont capables de

s’adaptées à différents conditions et volumes de culture. En effet, leur culture en bioréacteur

de 2 et 10 litres a pu être réalisée. L’obtention de quantité de biomasse cellulaire importante

en bioréacteur peut également conduire à l’étude des enzymes permettant la biosynthèse, le

transport et la métabolisation des stilbènes. De plus l’accumulation de stilbènes et en

particulier de resvératrol laisse envisager la possibilité d’une application pour la

bioproduction de ces molécules.

L’absence de stilbènes en condition de culture de routine et la forte induction de leur synthèse

après élicitation, fait de ce système un atout pour l’étude des mécanismes cellulaires liés à

l’induction de la synthèse de ces molécules. L’application à l’étude de la cinétique précoce de

la synthèse de resvératrol, à la localisation de celle-ci et au transport de ce
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composé illustre bien les potentialités de ce système. Les quantités de resvératrol accumulées

restent faibles par rapport à d’autres systèmes cellulaires capables de produire plusieurs

grammes par litre de culture de resvératrol (Donnez et al., 2009). Toutefois, ce système

permet de produire des formes oligomériques, qui ont été décrites pour la première fois en

culture cellulaire en bioréacteur. La production de ces formes dérivées apporte une originalité

à ce système et elle permet d’approcher le comportement des cellules de vigne au vignoble,

où la synthèse de ces oligomères est décrite comme un caractère de résistance vis-à-vis de

certains pathogènes (Schnee et al., 2008).

II. Application du système à l’étude de la synthèse de resvératrol

L’étude de nombreux mécanismes cellulaires peut être envisagée par l’emploi des

cultures cellulaires végétales. La microscopie, couplée à l’utilisation de cellules en

suspension, représente un binôme complémentaire et dynamique dans l’étude des mécanismes

cellulaires. La microscopie permet des observations non destructives qui autorisent des suivis

cinétiques. De plus, le resvératrol est une molécule possédant une fluorescence intrinsèque

compatible avec les observations en microscopie à fluorescence, sans ajout de fluorochrome.

La vidéomicroscopie a permis de suivre en temps réel l’apparition de la fluorescence du

resvératrol, ainsi que sa quantification. Ces résultats démontrent que la synthèse de resvératrol

est induite rapidement et son accumulation est détectée dans la cellule 8 heures seulement

après l’élicitation. La courbe de quantification de l’intensité de fluorescence permet de plus

d’identifier 3 phases distinctes qui pourraient correspondre (i) au début de la synthèse par la

STS présente de manière constitutive, puis dans un deuxième temps, (ii) a une accélération de

l’accumulation pouvant être expliquée par l’activation de STS produite de novo et (iii) à une

phase de ralentissement de l’accumulation qui peut être corrélée à une intensification de

l’excrétion.

Le travail réalisé ensuite avec l’utilisation de la microscopie multiphotons ouvre une

discussion sur les mécanismes qui régissent l’excrétion du resvératrol. Même si ces résultats

nécessitent d’être approfondis, les images obtenues permettent d’émettre des hypothèses sur

ces mécanismes. L’observation de zones de fluorescence intenses et localisées spécifiques au

resvératrol a été confirmée lors de nombreuses répétitions et au cours de différents temps de
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cinétique. Leur localisation cytosolique et pariétale serait à rapprocher de la mise en évidence

de la STS réalisée par ailleurs par immunolocalisation (Fornara et al., 2008 ; Wang et al.,

2010). L’observation localisée de cette fluorescence traversant la paroi cellulaire à certains

moments de la cinétique confirmerait l’existence de transporteurs du resvératrol, en accord

avec la mise en évidence de ce composé majoritairement retrouvé dans le milieu

extracellulaire. L’optimisation de l’étude du système cellulaire en microscopie confocale

permettrait une avancée importante dans la connaissance du mécanisme d’excrétion des

stilbènes au niveau cellulaire chez la vigne, mais aussi chez d’autres espèces. Le système

d’étude pourrait même représenter un modèle pour comprendre les mécanismes d’excrétion

des métabolites secondaires naturellement fluorescents d’une façon plus générale.

III. Conclusions

Ce travail de thèse a abouti à la caractérisation et à la mise en place d’un système

cellulaire performant applicable à l’étude de nombreux mécanismes cellulaires liés à la

synthèse des stilbènes et en particulier du resvératrol. Des techniques innovantes pour l’étude

du végétal, vidéomicroscopie et microscopie confocale ont été utilisées pour l’étude des

mécanismes de la synthèse du resvératrol. Ces techniques ont donné des résultats inédits ne

pouvant pas en l’état apporter de démonstration concrète du mécanisme d’excrétion des

stilbènes. Toutefois, elles permettent d’émettre des hypothèses et restreindre le champ de

recherche qui peut être envisagé avec d’autres techniques. La protéomique pour l’étude des

enzymes impliqués dans l’excrétion et la métabolisation des stilbènes ou la biologie

moléculaire pour suivre l’expression des gènes codant pour des transporteurs, en sont des

exemples.

Ces suspensions cellulaires de Vitis 41B pourraient aussi être utilisées à la

bioproduction de stilbènes autres que le resvératrol. Même si actuellement, la production de

resvératrol reste faible comparée à d’autres systèmes utilisant des résines extracellulaires, de

nombreuses optimisations pourraient être apportées aux conditions de culture. L’introduction

de chitosan, notamment qui augmente la production de biomasse d’un facteur de 1,5, illustre

parfaitement le type d’amélioration qui pourrait être réalisé. Ce travail de thèse aboutit donc à

une application permettant d’obtenir une meilleure connaissance fondamentale des

mécanismes lié à la synthèse des stilbènes mais également à un système qui pourrait être

appliqué à la bioproduction de ces composés.





173

IV. Perspectives

Ce travail de thèse ouvre de nombreuses perspectives tant sur le plan des mécanismes

fondamentaux relatifs à la synthèse des stilbènes, que sur leur bioproduction. Ces deux

thématiques sont liées en de nombreux points, comme notamment au niveau des mécanismes

qui régissent l’oligomérisation du resvératrol en ses dérivés complexes. L’approfondissement

des connaissances des mécanismes permettant la dimérisation du resvératrol est dans un

premier temps un point crucial à examiner. D’un point de vu de la défense de la vigne, les

oligostilbènes et en particulier les ε- et δ-viniférines joueraient un rôle plus important dans la 

protection de la vigne en champ contre l’oïdium (Schnee et al., 2008). Le système cellulaire

de Vitis 41B pourrait alors permettre d’étudier de manière simplifiée les mécanismes de la

biosynthèse des viniférines, avant de retranscrire ces données sur plante entière. En parallèle,

une meilleure connaissance du mécanisme d’oligomérisation pourrait permettre de

l’intensifier ou de l’inhiber en fonction de la molécule souhaitée en bioproduction. En effet,

une relation entre la disparition du resvératrol et l’apparition des formes oligomériques a pu

être établie. De plus, les meilleurs rendements en termes de production de resvératrol sont

obtenus avec des suspensions ne produisant que du resvératrol et où l’éliciteur (des

cyclodextrines) est capable de protéger celui-ci contre son oligomérisation en l’incorporant à

sa structure et en le stabilisant (Bru et Pedreno, 2006). Afin de mimer les effets de protection

du resvératrol, différentes techniques pourraient être envisagées pour l’extraire ou le stabiliser

au fur et à mesure de sa production. Des essais préliminaires encourageants avaient été

obtenus par prélèvement et lavage du milieu en continu ou par ajout dans le milieu de culture

de résine Amberlite XAD. La validation de ces techniques permettrait d’accroître les niveaux

de production en resvératrol. L’élicitation au MeJA conduit à une inhibition de la croissance

(Donnez et al., 2010 ; publication 3). Plusieurs hypothèses ont pu être formulées suite à ce

constat, le MeJA induit-il cette inhibition ou est-ce une rétro-inhibition causée par la présence

du resvératrol ? La stabilisation ou l’extraction du resvératrol permettraient de mieux

comprendre ce mécanisme. La caractérisation de la mort cellulaire en PCD (program cell

death) ou en nécrose pourrait apporter une explication de ce phénomène d’inhibition de la

croissance cellulaire.

Concernant la synthèse précoce de resvératrol, celle-ci pourrait être complétée en continuant

l’utilisation de la microscopie multiphotons. Il serait alors possible d’obtenir en temps réel

une image de la cellule avec une sensibilité de détection supérieure à celle de la
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vidéomicroscopie. Ces manipulations pourraient être associées à l’analyse en protéomique

(Wang et al., 2010) de la quantité de STS présente en condition élicitée et non-élicitée afin

d’évaluer l’impact de la synthèse de novo de cette enzyme et ainsi vérifier l’hypothèse émise

concernant la cinétique de synthèse du resvératrol (Tassoni et al., 2005). Une étude en

protéomique du milieu de culture pourrait permettre de comparer les profils des protéines

présentes avec et sans élicitation (Martines-Esteso et al., 2009). Cette analyse serait menée

dans le but d’identifier des enzymes capables d’oligomériser ou de dégrader le resvératrol.

Parallèlement une coloration spécifique des différents constituants cellulaires, comme la

paroi, la membrane plasmique, la vacuole ou le cytoplasme, en microscopie confocale

permettrait une localisation des différentes zones de fluorescence décrites dans la partie 2. La

détermination de cette localisation est un point important nécessaire à la compréhension du

mécanisme d’excrétion du resvératrol. Les mécanismes de transport des métabolites

secondaires et en particulier du resvératrol sont peu décrits dans la bibliographie, même si

certains ABC transporteurs ont été identifié comme pouvant être impliqué dans le transport du

resvératrol (Suzuki et al., 2010). L’amélioration des connaissances sur ce sujet représente

donc un enjeu important afin de mieux comprendre l’impact du resvératrol et des stilbènes en

général dans la défense des plantes. Le resvératrol est, chez les animaux ou les

microorganismes, capable de pénétrer dans les cellules de manière passive (par diffusion

simple à travers la membrane plasmique) ou active (par des ABC transporteurs) (Delmas et

al., 2006). Une recherche en biologie moléculaire, après élicitation, de l’induction des gènes

de plantes homologues de ceux codant pour la synthèse de ces transporteurs chez les animaux

ou les microorganismes, pourrait alors être envisagée.
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Annexe 1 : milieu de culture MS modifié pour les suspensions

cellulaires de 41B et Gamborg B5 pour celles de V. labrusca.



Milieu Gamborg B5 pour V. labrusca

Pour 1L de milieu :

Macro éléments 100 mL

Micro éléments 10 mL

Vitamines 10 mL

Fe EDTA 5 mL

NAA 100 µL d’une solution à 1 mg/mL

Kinétine 200 µL d’une solution à 1 mg/mL

Saccharose 30 g

Régulation du pH à 5,8 avant autoclavage

Dans le cas d’un milieu solide ajout de 3 g de gelrite après avoir régulé le pH.
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Milieu Gamborg B5 pour V. labrusca

MACRO ELEMENTS pour 1L (x10)
KNO3 2,5 g
(NH4)2SO4 134 mg
NaH2PO4, 2H2O 170 mg
MgSO4, 7H2O 250 mg
CaCl2, 2H2O 150 mg

MICRO ELEMENTS pour 1L(x100)
MnSO4, H2O 10 mg
H3BO3 3 mg
ZnSO4, 7H2O 2 mg
Na2MoO4, 2H2O 0,250 mg
CuSO4, 5H2O 25 µL solution à 1 mg/mL
CoCl2, 6H2O 25 µL solution à 1 mg/mL
KI 0,750 mg

VITAMINES pour 1L(x100)
Méso-inositol 100 mg
Acide nicotinique 1 mg
Thiamine-HCl 10 mg
Pyridoxine-HCl 1 mg

Fe EDTA pour 1L (x5):
FeSO4, 7H2O 2,78 g
NaEDTA, 2H2O 3,73 g



Milieu MS pour V. 41B

Pour 1L de milieu :

Macro éléments 100 mL

Micro éléments 10 mL

Vitamines 10 mL

Fe EDTA 5 mL

2,4 D 100 µL d’une solution à 1 mg/mL

BAP 200 µL d’une solution à 1 mg/mL

Saccharose 30 g

Régulation du pH à 5,75 avant autoclavage

Dans le cas d’un milieu solide ajout de 7,5 g d’agar après avoir régulé le pH.
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Milieu MS pour V. 41B

MACRO ELEMENTS pour 1L (x1000)
NH4NO3 16,5 g
KNO3 19 g
MgSO4, 7H2O 3,7 g
KH2PO4 1,7 g
CaCl2, 2H2O 4,4 g

MICRO ELEMENTS pour 1L(x100)
MnSO4, H2O 1714 mg
ZnSO4, 7H2O 1059 mg
H3BO3 620 mg
KI 83 mg
CuSO4, 5H2O 2,5 mL solution à 1 mg/mL
Na2MoO4, 2 H2O 25 mg
CoCl2, 6H2O 2,5 mL solution à 1 mg/mL

VITAMINES pour 1L(x100)
Méso-inositol 15 mg

Acide nicotinique 75 mg

Pyridoxine HCL 75 mg

Thiamine 15 mg

Glycine 300 mg

Fe EDTA pour 1L (x5):
FeSO4, 7H2O 2,78 g
NaEDTA, 2H2O 3,73 g
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Annexe 2 : Article de revue paru dans Biofutur.
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Annexe 3 : Article de revue paru dans Biofactor.
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